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EINLEITUNG 
Antagonistische Mikroorganismen stellen weltweit einen der bedeutendsten Faktoren bei der Bekäm-
pfung pflanzenparasitärer Nematoden dar. Sie sind omnipräsent in allen Böden, in denen pflanzen-
parasitäre Nematoden auftreten und tragen alljährlich zu einer natürlichen Reduzierung der Nematoden 
im Boden von ca. 10% bei (Sikora, 1992). Der sich daraus ergebende ökonomische Gewinn für die 
Landwirtschaft ist beträchtlich, wird in der Praxis aber häufig übersehen oder nicht richtig erkannt.  
Angesichts ihrer Bedeutung für die Unterdrückung pflanzenparasitärer Nematoden verwundert es, dass 
antagonistische Mikroorganismen bisher nicht stärker in der klassischen biologischen Bekämpfung 
eingesetzt werden. Eine Ursache mag darin liegen, dass die natürliche Nematodenbekämpfung im Boden 
durch das Zusammenspiel zahlreicher Mikroorganismen mit teils sich ergänzenden Wirkungsmecha-
nismen erfolgt. Demgegenüber basiert die aktive biologische Bekämpfung auf Applikation eines oder 
weniger hocheffektiver Antagonisten. Diese Antagonisten müssen sich kostengünstig vermehren und 
formulieren lassen und auch nach Lagerung, Transport und Applikation ausreichend und sicher wirksam 
sein. Diese Voraussetzungen werden derzeit nur von wenigen antagonistischen Mikroorganismen erfüllt. 
In verschiedenen Ländern werden folgende Präparate angeboten: (1) Paecil™/BIOACT®/NEMACHEK 
(TiCorp, Seven Hills, AUS, Prophyta GmbH, Deutschland) basierend auf Paecilomyces lilacinus PL251 
mit Wirkung gegen Meloidogyne, Radopholus, Heterodera an Bananen, Gemüse, Tabak, Wein, 
Kartoffeln u.a., (2) BioNem/BioSafe (Minrav Infrastructurer, Israel) basierend auf Bacillus firmus mit 
Wirkung gegen Meloidogyne und Heterodera an Tomate, Gurke und Paprika und (3) Deny® (Stine 
Microbial Products, Adel, IA, USA) basierend auf Burkholderia cepacia mit Wirkung gegen 
Pratylenchus, Helicotylenchus, Hoplolaimus, Belonolaimus an Gemüse, Obst, Reben, Zierpflanzen und 
Feldkulturen. Daneben gibt es noch einige auf pilzliche bzw. bakterielle Stoffwechselprodukte 
aufbauende Präparate, die als Nematizide (DiTera®, Valent Bioscience, USA; Vertimec®, Syngenta, 
Schweiz) oder Resistenzinduktoren (Messenger®, Eden Bioscience, USA) vertrieben werden. 
Obwohl antagonistische Mikroorganismen seit langem bekannt sind, verlief die Entwicklung biolo-
gischer Bekämpfungsverfahren für pflanzenparasitäre Nematoden in der Vergangenheit recht langsam. 
Ein Hauptgrund hierfür lag in der erfolgreichen Bekämpfung der Nematoden mit chemischen Verfahren, 
die bis in die 80er Jahren regelmäßig eingesetzt wurden. Mit wachsendem Bewusstsein der von Nema-
tiziden ausgehenden Gefährdung für Mensch und Umwelt wurden Nematizide und Bodenent-
seuchungsmittel zunehmend verboten. In Deutschland sind 2003 noch zwei Nematizide zugelassen. Mit 
Methylbromid soll bis zum Jahre 2005 eines der derzeit wirtschaftlichsten und effektivsten Mittel der 
Bodenentseuchung und Nematodenbekämpfung weltweit verboten werden (UNEP, 1995). 
Der Rückgang verfügbarer chemischer Bekämpfungsverfahren für Nematoden in Verbindung mit dem 
öffentlichen Druck nach Reduzierung des Nematizideinsatzes verstärkten die Suche nach alternativen 
Bekämpfungsstrategien. Das Interesse an biologischen Verfahren stieg, als  nachgewiesen wurde, dass 
bestimmte Kulturpflanzen nematophage Pilze und Bakterien stark vermehrten und dadurch pflanzen-
parasitäre Nematoden reduzierten. Durch mehrjährigen Anbau von bestimmten Kulturpflanzen kann es 
sogar zur Suppressivität des Bodens gegenüber pflanzenparasitären Nematoden kommen (Gair et al., 
1969). Nematoden-suppressive Böden sind ein weltweites Phänomen und führen zu einer sehr effektiven 
biologischen Bekämpfung (Davies et al., 1990; Jaffee und Muldoon, 1989; Kluepfel et al., 1993; 
Westphal und Becker, 1999, 2000). Für suppressive Böden werden Parasitierungsraten einzelner Nema-
todenarten bis zu 90 % berichtet (Kerry et al., 1980, 1982) und von suppressiven Böden konnten zahl-
reiche hochwirksame Antagonisten isoliert werden, wie Hirsutella rhossiliensis (Jaffee und Muldoon, 
1989), Dactylella oviparasitica (Stirling und Mankau, 1978), Verticillium chlamydosprorium (Kerry et 
al., 1980), Pseudomonas aureofaciens (Westcott und Kluepfel, 1993) und Pasteuria penetrans (Davies et 
al., 1990).  
Die Suche nach biologischen Bekämpfungsverfahren konzentrierte sich anfangs auf parasitäre und 
räuberische Mikroorganismen. Hierzu zählen pilzliche und bakterielle Endoparasiten mobiler Nema-
toden, Weibchenparasiten, eipathogene Pilze sowie räuberische Pilze (Sayre, 1986; Stirling, 1991). Zahl-
reiche dieser Antagonisten zeigten gute Bekämpfungserfolge in Gewächshausversuchen, waren aber im 
Feld unter Praxisbedingungen wirkungslos. Faktoren wie Fungistasis, langsames Pilzwachstum oder 
Anwesenheit von Nematoden als Voraussetzung für eine Sporulation bzw. Fallenbildung werden als 
Ursache für die schlechte Wirkung im Feld verantwortlich gemacht (Becker et al., 1988). Eine gute 
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Nematodenbekämpfung zeigte sich mit den pilzlichen Antagonisten Paecilomyces lilacinus, Verticillium 
chlamydosporium und Hirsutella rhossiliensis. Weiterhin sind auch die intern im Pflanzengewebe 
auftretenden Mykorrhizapilze und endophytischen Pilze als Antagonisten pflanzenparasitärer Nematoden 
von Bedeutung (Breed, 1994; Hallmann und Sikora, 1994; Hallmann und Sikora, 1996b; Pfleger und 
Lindermann, 1994; Sikora, 1978). Aus der Gruppe der bakteriellen Antagonisten wurde vor allem der 
obligate Parasit Pasteuria penetrans intensiv bearbeitet (Davies et al., 1990, 1992; Mankau, 1975). Feld-
versuche zeigten, dass durch Applikation von P. penetrans Suppressivität gegen zahlreiche pflanzen-
parasitäre Nematoden induziert werden kann (Chen et al., 1996; Tateishi, 1998).  
Bei den bisher zitierten Antagonisten handelt es sich um parasitische oder räuberische Mikroorganismen, 
die zur Bekämpfung in unmittelbaren Kontakt mit dem Nematoden treten müssen. Während Eier und 
Zysten der Nematoden im Boden gut von Antagonisten parasitiert werden können, ist dies bei mobilen 
Stadien nicht immer so. Zwar erhöht sich durch die Wanderung der Nematoden zur Wirtspflanze die 
Wahrscheinlichkeit eines Zusammentreffens von Nematoden mit den Antagonisten, andererseits können 
Nematoden bestimmte Antagonisten auch wieder abstreifen. Eine gute Nematodenbekämpfung erfordert 
daher in der Regel eine hohe Besatzdichte des Antagonisten im Boden und damit hohe Applika-
tionsmengen. 
Einen ganz anderen Wirkungsmechanismus weisen pflanzenassoziierte Bakterien auf. Hierunter fallen 
Bakterien, die in enger Gesellschaft mit der Pflanze auftreten und so verschiedene Habitate besiedeln, 
wie die von pflanzlichen Stoffwechselprodukten beeinflusste unmittelbare Umgebung von Wurzeln 
(Rhizosphäre), Samen (Spermosphäre) oder Blättern (Phyllosphäre). Darüber hinaus besiedeln Bakterien 
die Oberfläche von Wurzeln (Rhizoplane) und Blättern (Phylloplane) und treten intern in unterirdischen 
(Endorhiza) und oberirdischen (Endosphäre) Pflanzenorganen auf. Circa 10 bis 20 % der pflanzenasso-
ziierten Bakterien zeigen eine antagonistische Wirkung (Krechel et al., 2002; Sikora, 1992; Zavaleta-
Meija und van Gundy, 1982). Sie bilden gewissermaßen eine Art schützenden Mantel um die Pflanze 
und bewahren diese vor den negativen Einwirkungen biotischer und abiotischer Faktoren. 
Pflanzenassoziierte Bakterien wirken auf Nematoden ein, ohne direkt mit ihnen Kontakt zu haben. Eine 
Reduzierung der Nematoden wird vielmehr durch Bildung von Toxinen, Enzymen, Störung der 
Wirtsfindung, Beeinflussung von Schlupf und Eindringung der Larven bzw. Stimulierung pflanzlicher 
Abwehrmechanismen hervorgerufen (Becker et al., 1988; Hasky-Günther et al., 1998; Oostendorp und 
Sikora, 1990; Spiegel et al., 1991). Die Wirkungsweise ist weitgehend unspezifisch, wodurch oftmals 
eine hohe Wirkungsbreite gegeben ist (Tabelle 1). Intensiv untersucht wurden die antagonistischen 
Bakterien der Rhizosphäre, die aufgrund ihrer positiven Wirkung für die Pflanze auch als Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria (PGPR) (Kloepper et al., 1990), Plant Health Promoting Rhizobacteria (PHPR) 
(Sikora, 1988) oder Yield Increasing Bacteria (Gao, 1995; Ryder et al., 1999) bezeichnet werden. 
Tab. 1 Antagonistische Wirkung von Rhizosphärebakterien gegen pflanzenparasitäre Nematoden in verschie-
denen Wirt/Parasit-Systemen (Auswahl) 
Antagonist Wirtspflanze Nematode Literatur 
Rhizobium etli G12 Kartoffel, Tomate, 
Paprika,  
Sojabohne,  
Baumwolle 
Globodera pallida 
Meloidogyne incognita 
Racke und Sikora, 1992  
Hasky-Günther et al.,1998  
Reitz et al., 2000 
Mahdy et al., 2001a, b 
Bacillus sphaericus B43 Kartoffel Globodera pallida Racke und Sikora, 1992 
Pseudomonas fluorescens T58 Zuckerrübe Heterodera schachtii Oostendorp und Sikora, 1990 
verschiedene Isolate Zuckerrübe Heterodera schachtii Neipp und Becker, 1999 
verschiedene Isolate Tomate, Gurke Meloidogyne incognita Becker et al., 1988 
Pseudomonas, Bacillus Tomate, Salat Meloidogyne incognita Hoffmann-Hergarten et al., 1998 
Pseudomonas chitinolytica Tomate Meloidogyne javanica Spiegel et al., 1991 
Pseudomonas aeruginosa Mungbohne Meloidogyne javanica Siddiqui et al., 2001 
Pseudomonas aureofaciens Pfirsich Criconemella xenoplax Kluepfel et al., 1993 
Wie neuere Untersuchungen zeigten, treten zahlreiche Rhizosphärebakterien auch intern im Pflanzen-
gewebe auf. So besiedeln die ursprünglich als Rhizosphärebakterien bestimmten Isolate Rhizobium etli 
G12 und Pseudomonas fluorescens 89B-61 die Endorhiza von Kartoffeln und Arabidopsis (Hallmann et 
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al., 2001) bzw. Baumwolle (Quadt-Hallmann et al., 1997b). Über die Bedeutung der endophytischen 
Lebensweise für die antagonistische Wirkung dieser Bakterien ist bisher wenig bekannt. Immerhin bietet 
die endophytische Lebensweise einige entscheidende Vorteile für die Bakterien. Durch ihre Lebensweise 
im Pflanzeninnern sind sie weitgehend geschützt vor äußeren Umwelteinflüssen und der Konkurrenz-
druck durch andere Mikroorganismen ist geringer. Hinzu kommt, dass die Nährstoff- und Wasser-
versorgung gleichmäßiger ist als die in der Rhizosphäre. Aus phytopathologischer Sicht besonders inter-
essant ist die Tatsache, dass sich endophytische Bakterien zum Zeitpunkt eines Pathogenbefalls bereits 
im Pflanzengewebe befinden und unmittelbar auf die Eindringung des Pathogens reagieren können. Die 
Vor- und Nachteile des Einsatzes von mikrobiellen Antagonisten für die biologische Bekämpfung 
pflanzenparasitärer Nematoden sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 
Tab. 2 Vor- und Nachteile antagonistischer Pilze und Bakterien für die biologische Bekämpfung von pflanzen-
parasitären Nematoden  
Art des 
Antagonis
mus 
Organismus Mechanismus Vorteile Nachteile 
Fakultative 
Parasiten 
Fangende 
Pilze 
Arthrobotrys 
spp. 
Bildung von 
Fallen und 
infektiösen 
Hyphen 
(1) einfache Vermehrung  
in vitro 
(2) breites Wirtsspektrum 
(3) teils gute Rhizosphäre-
besiedlung 
(1) Bildung der Fangorgane geht 
nicht immer einher mit Auftreten 
der infektiösen Nematodenstadien 
(2) häufiges Fehlen von Dauer-
sporen und damit schwierig zu 
formulieren 
 
Eipathogene 
Pilze 
Paecilomyces 
lilacinus 
infektiöse 
Hyphen, 
Eipathogen 
(1) einfache Vermehrung  
in vitro 
(2) gute Rhizosphäre-
besiedlung 
(3) Applikation über 
Pflanzmaterial möglich 
(4) breites Wirtsspektrum 
 
(1) beansprucht relativ hohe 
Bodentemperatur 
(2) hohe Aufwandmenge  
(106 cfu/g Boden) 
(3) rechtzeitige Applikation vor 
der Pflanzung um Frühbefall zu 
verhindern 
Eipathogene 
Pilze 
Verticillium 
chlamydo-
sporium 
infektiöse 
Hyphen, 
Weibchen-
pathogen 
(1) einfache Vermehrung  
in vitro 
(2) gute Rhizosphäre-
besiedlung 
(3) geringe Aufwand-
menge (103 cfu/g Boden) 
(4) breites Wirtsspektrum 
(5) bildet Dauerstadien 
 
(1) Saatgutapplikation nicht 
möglich 
(2) Bekämpfungserfolg hängt ab 
von Nematodenart, -dichte und 
Wirtspflanze 
Endopara-
sitäre Pilze 
Hirsutella ssp. anhaftende 
Sporen 
(1) einfache Vermehrung  
in vitro 
(2) Bekämpfung infektiö-
ser Larven im Boden 
(3) breites Wirtsspektrum 
 
(1) konkurrenzschwach 
(2) langsames Wachstum 
(3) für erfolgreiche Parasitierung 
müssen Sporen an Phialiden 
sitzen 
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Art des 
Antagonis
mus 
Organismus Mechanismus Vorteile Nachteile 
Endophy-
tische Pilze 
Fusarium 
oxysporum, 
Mykorrhiza 
Toxine, 
Konkurrenz, 
Induzierte 
Resistenz 
(1) früher Schutz der 
Pflanze 
(2) Wirkung gegen Nema-
toden im Pflanzengewebe 
(3) breites Wirkungsspek-
trum 
(4) Applikation von Saat- 
und Pflanzgut 
 
(1) Massenproduktion bei 
Mykorrhiza aufwendig 
(2) geringe Akzeptanz 
apathogener Endophyten als 
Antagonisten 
Endopara-
sitäre 
Bakterien 
Pasteuria 
penetrans 
anhaftende 
Sporen 
(1) sehr effektiv 
(2) Sporen überleben 
Austrocknung 
(3) gute Lagerfähigkeit 
(4) Reduzierung von 
Infektion und Vermehrung 
des Nematoden 
 
(1) Vermehrung in vitro nicht 
möglich 
(2) Isolate sind hoch-spezifisch 
(3) keine Vermehrung in 
Abwesenheit des Nematoden 
Rhizosphäre
-bakterien 
Pseudomonas, 
Bacillus, usw.  
Toxine, 
induzierte 
Resistenz, 
Abbau von 
Wurzelex-
sudaten 
(1) einfache Vermehrung 
in vitro, 
(2) Applikation als 
Saatgutbehandlung, 
(3) breites Wirtsspektrum 
(4) Pflanzenwachstums-
förderung 
 
(1) geringe Wirkungsdauer 
(2) keine Wirkung auf 
Nematodenvermehrung,  
Endophy-
tische 
Bakterien 
Pseudomonas, 
Bacillus, 
Rhizobium, 
usw. 
Toxine, 
induzierte 
Resistenz, 
Konkurrenz 
(1) einfache Vermehrung 
in vitro 
(2) Applikation als 
Saatgutbehandlung 
(3) Bekämpfung von 
Nematoden im 
Pflanzengewebe 
(4) Pflanzenwachstums-
förderung 
1) Wirkung abhängig von 
Besiedlungsdichte und 
Wirtspflanze 
(verändert nach Maqbool and Kerry, 1997) 
Antagonistische Mikroorganismen sind aber nicht nur bedeutend für die biologische Bekämpfung, 
sondern sie stellen auch eine Quelle neuer Leitstrukturen für die Entwicklung nematizider bzw. 
nematostatischer Substanzen dar. Als bekanntestes Beispiel ist die Gruppe der von Streptomyces 
avermitilis gebildeten Avermectine zu nennen (Burg et al., 1979). Avermectine hemmen die Impulsüber-
tragung zwischen Nerven- und Muskelzellen und lähmen so den Nematoden. DiTera® (Valent 
BioSciences Corp.) ist ein Fermentationsprodukt des Hyphomyceten Myrothecium verrucaria mit nema-
tizider Wirkung gegen Gallen- und Zystennematoden sowie ektoparasitischen Nematodenarten (Warrior 
et al., 1999). Zahlreiche weitere pilzliche Stoffwechselprodukte mit nematiziden Eigenschaften sind 
beschrieben, wie das Omphatolin des Basidiomyceten Omphalotus olearius (Mayer et al., 1999) oder das 
Lachumon/Lachnumol A des Ascomyceten Lachnum papyraceum (Stadler et al., 1993). An umweltver-
träglichen und für Nicht-Zielorganismen ungiftigen Nematiziden besteht ein hohes Interesse zumal die 
derzeitige Erfahrung lehrt, dass biologische Bekämpfungsverfahren die hohen Wirkungsgrade 
chemischer Nematizide in absehbarer Zeit nicht erreichen werden. Die klassischen biologischen Ver-
fahren, d. h. die Anwendung von Biopräparaten, sind vielmehr als eine Komponente neben Quarantäne, 
Resistenz/Toleranz, Fruchtfolge und chemischen Verfahren innerhalb eines integrierten Bekämpfungs-
systems zu sehen. Sie sind damit ein wesentlicher Bestandteil zur Erfüllung der Vorgaben des Pflanzen-
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schutzgesetzes, das zur Einhaltung der Grundsätze eines integrierten Pflanzenschutzes verpflichtet, d. h., 
dass „unter vorrangiger Berücksichtigung biologischer, biotechnischer, pflanzenzüchterischer sowie 
anbau- und kulturtechnischer Maßnahmen die Anwendung chemischer Pflanzenschutzmittel auf das 
notwendige Maß beschränkt wird“ (§§ 2 und 2a des Pflanzenschutzgesetzes, 2000). Nicht die Ver-
nichtung der Pathogene und Schädlinge, sondern ihr Management auf einem Niveau unterhalb der wirt-
schaftlichen Schadschwelle ist Ziel des modernen Pflanzenschutzes. Der Förderung des antagonistischen 
Potenzials im Boden kommt dabei eine entscheidende Bedeutung zu. 
Der Begriff ‘Antagonistisches Potenzial‘ bezeichnet die Eigenschaft eines Bodenökosystems, durch 
biotische Faktoren die Ausbreitung eines Pathogens oder Parasiten zu verhindern bzw. zu begrenzen 
(Sikora, 1992). Neben pilzlichen Antagonisten sind es vor allem die Bakterien im Boden und Wurzel-
bereich der Pflanze, die für die Pflanzengesundheit bedeutsam sind (Keister und Cregan, 1991). Diesbe-
züglich stellen sich zahlreiche Fragen, wie: 
 Welche Bakterien eignen sich besonders für die biologische Bekämpfung von pflanzenparasitären 
Nematoden, wo sind sie lokalisiert und wie wirken sie?  
 Wieso dringen einzelne Bakterien aus der Rhizosphäre in das Pflanzeninnere ein?  
 Welche Wechselwirkungen bestehen zwischen den Bakterien und der Pflanze bzw. anderen 
Mikroorganismen?  
 Lässt sich die Bakterienflora eventuell sogar in Richtung einer erhöhten Nematodenbekämpfung 
steuern? 
Die vorliegende Arbeit wird Antworten auf diese Fragen geben und Konzepte für eine biologische 
Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden aufzeigen. Einen Schwerpunkt der Arbeit stellen Untersu-
chungen zu endophytischen Bakterien dar, deren Bedeutung für die Pflanzengesundheit erst ansatzweise 
erforscht ist. Es wird zwischen zwei Vorgehensweisen differenziert: 1. aktiver Einsatz antagonistischer 
Bakterien und 2. Förderung natürlich vorkommender antagonistischer Bakterien. Da es sich um eine 
Habilitationsschrift handelt, wird ausschließlich eigenes bzw. gemeinsam mit Kollegen erhobenes Daten-
material präsentiert.  
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EINSATZ ANTAGONISTISCHER BAKTERIEN 
Eine biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden ist auf unterschiedliche Weise möglich. 
Im klassischen, von chemischen Verfahren bekannten Vorgehen, werden antagonistische Bakterien bei 
Nematodenbefall appliziert. Nach ihrer Wirkungsweise bzw. ihrem Wirkungsort kann man grundsätzlich 
zwischen protektiv und kurativ bzw. lokal und systemisch wirkenden Antagonisten unterscheiden. 
Kurativ wirkende antagonistische Bakterien sind bisher bedeutungslos für den biologischen Pflanzen-
schutz, da ihre Wirkungsgeschwindig-keit und Wirkungseffektivität für eine erfolgreiche Bekämpfung 
der Nematoden in der Regel zu gering sind. Demgegenüber ermöglicht der protektive bzw. prophylak-
tische Einsatz von antagonistischen Bakterien eine erfolgreiche Bekämpfung pflanzenparasitärer 
Nematoden. Dabei werden für einen praktischen Einsatz folgende Anforderungen an die Bakterien 
gestellt:  
 hohe Effektivität des Isolates 
 schnelle Besiedlung der Wirtspflanze 
 Etablierung über einen längeren Zeitraum 
 Wirkung gegen verschiedene Nematoden an unterschiedlichen Wirtspflanzen 
 einfache Vermehrung und Formulierung 
 Lagerfähigkeit über mehrere Monate und 
 Umweltverträglichkeit und Wirtschaftlichkeit. 
Zur Überprüfung dieser Vorgaben stehen unterschiedliche Testsysteme für verschiedene Wirt/Parasit-
Systeme bereit, bzw. sind noch zu entwickeln um den teils noch unbekannten Wirkungsweisen antago-
nistischer Bakterien gerecht zu werden. Ein besseres Verständnis der Wirkungsweisen antagonistischer 
Bakterien und ihrer Einflussfaktoren ist Voraussetzung für die Entwicklung biologischer Bekämpfungs-
verfahren. Erst wenn dies gelingt, ist ein großflächiger Einsatz biologischer Verfahren zur Bekämpfung 
pflanzenparasitärer Nematoden möglich.  
Auffinden antagonistischer Bakterien 
Die Suche nach Bakterien mit antagonistischer Wirkung ist der erste Schritt. Will man ein rein zufälliges 
Testen von tausenden Bakterienisolaten umgehen, müssen Kriterien erstellt werden, die eine möglichst 
hohe Auffindungsrate antagonistischer Bakterien erwarten lassen. Mögliche Kriterien wären zum 
Beispiel: 
 Bakterien aus einem Nematoden-suppressiven Boden 
 Bakterien, die allgemein als Antagonisten bekannt sind (z. B. Arten der Gattungen Pseudomonas, 
Bacillus) 
 Bakterien mit bestimmten physiologischen Eigenschaften (z. B. Bildung von Chitinase, 
nematiziden/nematostatischen Verbindungen, usw.). 
 Bakterien einer gesunden Pflanze inmitten befallener Pflanzen 
 Bakterien von Pflanzen mit antagonistischer Wirkung gegen Nematoden (Feindpflanzen) 
Die ausgewählten Bakterien gilt es hinsichtlich ihrer antagonistischen Wirkung auf den Zielnematoden 
zu untersuchen. Dies kann in vitro oder in situ erfolgen. Der in situ Test berücksichtigt mögliche 
Wechselwirkungen zwischen Pflanze, Antagonist und Nematode, ist dafür aber sehr zeit- und arbeits-
aufwendig. Die hohe Anzahl zu testender Bakterien führte zur Entwicklung verschiedener in vitro-
Verfahren. In vitro-Verfahren selektieren nach physiologischen Eigenschaften der Bakterien, die für die 
antagonistische Wirkung verantwortlich gemacht werden, wie z. B. chitinolytische Aktivität, Bildung 
nematizider/nematostatischer Metabolite, u.a. Entsprechend der eingesetzten Nematodenstadien kann 
zwischen ovizider oder larvizider Wirkung differenziert werden. Die Auswertung des in vitro Screenings 
kann visuell oder vollautomatisch per Bildanalyse erfolgen. Da sich pflanzenparasitäre Nematoden lang-
sam bewegen, kann der Einsatz schnell beweglicher saprophytischer Nematoden (z. B. Caenorhabditis 
elegans) bei der Auswertung von Vorteil sein. Als ein Nachteil von in vitro Verfahren wird die teils 
fehlende Übertragbarkeit der Ergebnisse auf Freilandbedingungen angesehen. Weiterhin birgt die 
Konzentration auf einen oder wenige Wirkungsmechanismen die Gefahr, Antagonisten mit einem 
anderen als dem getesteten Mechanismus und damit möglicherweise neuem Mechanismus zu übersehen.  
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In den folgenden Ausführungen wurde untersucht, inwieweit durch in vitro Tests bzw. durch Fokus-
sierung auf Bakterien bestimmter Herkünfte bzw. Gattungen eine Verkürzung des Untersuchungsauf-
wandes bei gleichzeitig erhöhter Auffindungsrate wirksamer Isolate möglich ist. In einem in vitro/in situ 
Vergleich (Hallmann et al., 1996) wurde die antagonistische Wirkung von Bakterien folgender Herkunft 
untersucht:  
 bekannte Antagonisten von Pilzen, Bakterien und Viren sowie Induktoren pflanzlicher 
Resistenzmechanismen (20 Isolate) 
 endophytische Bakterien aus Baumwolle, die in unbehandelter Felderde angezogen wurden (16 
Isolate) 
 endophytische Bakterien aus Baumwolle, die in Chitin-behandelter und gegenüber Nematoden 
suppressiver Felderde angezogen wurden (15 Isolate) 
 endophytische Bakterien mit chitinolytischer Aktivität (19 Isolate)  
Die Bakterien der 1. Herkunft stammten aus der Sammlung von Prof. J. Kloepper, Auburn University, 
AL, U.S.A., die Bakterien der 2. bis 4. Herkunft wurden aus oberflächensterilisierten Baumwollwurzeln 
cv. 'Rowden' isoliert (Hallmann et al. 1996). Die Untersuchungen wurden an Baumwolle cv. 'Rowden' 
mit Meloidogyne incognita als Testnematoden durchgeführt. In den Versuchen wurden folgende 
Parameter ermittelt: Pflanzenwachstum (Spross-, Wurzelfrischgewicht), Reduzierung des Nematoden-
befalls (Gallindex, Anzahl Gallen und Eiermassen), nematizide/nematostatische Wirkung der bakte-
riellen Kulturfiltrate (Inaktivierung der Larven) sowie proteolytische und chitinolytische Aktivität der 
Bakterien (Inidikatormedien, siehe Anhang).  
Die Ergebnisse zeigten ein sehr heterogenes Bild zur Aussagefähigkeit der einzelnen Parameter 
(Tabelle 3). Weder waren bestimmte Bakterienherkünfte besser zum Auffinden antagonistischer Bakte-
rien geeignet, noch war eine Übereinstimmung der Ergebnisse aus den in vitro Versuchen mit den in situ 
Tests gegeben. Eine antagonistische Wirkung der Bakterienisolate, ausgedrückt als Verringerung des 
Gallindex bzw. der Anzahl Gallen oder Eiermassen, war für 10 Isolate signifikant (P < 0,05) und für 
weitere 15 Isolate tendenziell gegeben(P < 0,1). Die maximale Reduzierung betrug beim Gallindex 45 % 
(502root1), in der Anzahl Gallen 60 % (R-401-12) und in der Anzahl Eiermassen 67 % (R-304-16). Der 
Wirkungsgrad der Bakterien auf das Sprossfrischgewicht lag je nach Bakterienisolat zwischen 74 % und 
123 % (Kontrolle = 100 %) und der des Wurzelfrischgewichtes zwischen 64 % und 129 %. Eine 
signifikante Förderung des Pflanzenwachstums zeigten die beiden Isolate Serratia marcescens SM-1 und 
SM-8. 
Tab. 3 Antagonistische Wirkung endophytischer Bakterien unterschiedlicher Herkunft gegen Meloidogyne 
incognita an Baumwolle in situ, sowie deren chitinolytische und proteolytische Aktivität und die nema-
tostatische Wirkung der Kulturfiltrate 
Isolat Wirkungsgrad1    
 Spross-
frisch-
gewicht  
(g) 
Wurzel-
frisch-
gewicht 
(g) 
Gall-
index2 
Anzahl 
Gallen 
Anzahl 
Eier-
massen 
Chitinoly
-tische 
Aktivität
Proteoly-
tische 
Aktivität 
Wirkung 
der 
Kultur-
filtrate3 
Antagonistische Bakterien 
Pseudomonas fluorescens 89B-61 
Pseudomonas putida 91B-169 
Enterobacter asburiae JM22 
Pseudomonas chlororaphis JM339 
Burkholderia solanacearum JM869 
 
118 
105 
  93 
112 
115 
113 
117 
  92 
112 
126 
 75* 
 79+ 
n.u. 
n.u. 
n.u. 
n.u.4 
 79+ 
109 
 79 
111 
n.u. 
 73+ 
111 
 78 
117 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
(+) 
(+) 
+ 
(+) 
78 
96 
  0 
  0 
63 
Burkholderia pickettii JM872 
Cellulomonas cellulans JM956 
Burkholderia pickettii JM979 
Phyllobacterium rubiacearum JM1122 
Bacillus pumilus JM1128 
 
119 
  87 
106 
  95 
110 
126 
128 
114 
111 
  91 
n.u. 
n.u. 
n.u. 
  98 
n.u. 
102 
  66+ 
123 
100 
102 
108 
 67+ 
133 
110 
108 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
(+) 
+ 
41 
24 
  7 
15 
  0 
Phyllobacterium rubiacearum JM1137 
Brevundimonas vesicularis IN884 
Serratia marcescens 90-43 
Burkholderia cepacia 90-120 
Serratia marcescens 90-166 
 
106 
100 
123 
108 
108 
124 
  83 
  97 
  81 
  81 
n.u. 
 84* 
 80* 
106 
  76 
  91 
  75 
  58* 
110 
  82 
  92 
  67 
 44* 
125 
  81 
- 
- 
+ 
- 
+ 
(+) 
+ 
(+) 
(+) 
+ 
11 
84 
25 
35 
18 
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Isolat Wirkungsgrad1    
 Spross-
frisch-
gewicht  
(g) 
Wurzel-
frisch-
gewicht 
(g) 
Gall-
index2 
Anzahl 
Gallen 
Anzahl 
Eier-
massen 
Chitinoly
-tische 
Aktivität
Proteoly-
tische 
Aktivität 
Wirkung 
der 
Kultur-
filtrate3 
Pseudomonas putida 90-186 
Bacillus megaterium 90-208 
Aerococcus viridans 90-246 
Aureobacterium saperdae INR6 
Bacillus pumilus INR7 
 
100 
  92 
  88 
104 
102 
111 
  83 
  81 
114 
113 
n.u. 
100 
100 
n.u. 
n.u. 
  89 
101 
  73+ 
100 
  98 
  89 
  86 
  63+ 
100 
100 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
(+) 
+ 
  2 
98 
98 
  2 
  0 
Endophytische Bakterien aus Baumwolle, die in unbehandelter Erde angezogen wurden 
Burkholderia gladioli R-103-1 
Phyllobacterium rubiacearum R-103-4 
Burkholderia cepacia R-103-6 
Burkholderia pickettii R-204-9 
Phyllobacterium rubacearum R-104-9 
 
103 
100 
110 
  91 
103 
  90 
106 
111 
105 
101 
162 
108 
82 
144 
 57+ 
174 
139 
  87 
184 
  78 
188 
135 
  96 
192 
  85 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
  0 
88 
  0 
92 
12 
Burkholderia cepacia R-204-10 
Phyllobacterium myrsinacearum R-
20413 
Agrobacterium radiobacter R-204-22 
Xanthomonas campestris R-304-1 
Phyllobacterium rubiacearum R-304-8 
 
87 
87 
98 
94 
97 
  95 
  99 
103 
  93 
115 
  76 
  76 
  79 
  89 
111 
  91 
117 
100 
  91 
121 
115 
162 
108 
  96 
126 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
  4 
24 
31 
  4 
  0 
Burkholderia pickettii R-304-16 
Micrococcus luteus R-304-26 
Comamonas acidovorans R-304-30 
Phyllobacterium rubiacearum R-402-8 
Burkholderia pickettii R-402-12 
Burkholderia cepacia R-402-23 
 
  92 
  95 
  93 
  95 
112 
103 
  83 
104 
118 
  88 
  97 
  76 
 74+ 
100 
  94 
 72+ 
 74+ 
 72+ 
47* 
135 
 74+ 
 51+ 
 40* 
 53+ 
 33* 
169 
 67+ 
 48+ 
 37+ 
 37+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
(+) 
+ 
+ 
24 
14 
  5 
  7 
21 
14 
Endophytische Bakterien aus Baumwolle, die in Chitinbehandelter und Nematodensuppressiver Erde angezogen wurden 
Burkholderia cepacia R-104-5 
Phyllobacterium rubiacearum R-104-10 
Agrobacterium readiobacter R-203-3 
Burkholderia cepacia R-203-4 
Burholderia cepacia R-203-32 
114 
114 
  84 
  87 
100 
113 
111 
  92 
  97 
101 
  54 
108 
113 
  86 
  57 
  50 
126 
134 
  91 
  52 
  38 
135 
131 
108 
  46 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
19 
  9 
  2 
  0 
13 
Agrobacterium radiobacter R-203-26 
Enterobacter taylorae R-303-3 
Burkholderia cepacia R-303-21 
Burkholderia cepacia R-303-22 
Burkholderia cepacia R-303-27 
 
102 
112 
  99 
  94 
104 
104 
  95 
  87 
  96 
107 
  64 
 71* 
 67* 
  94 
106 
  74 
 43* 
 66+ 
117 
  94 
  77 
 42+ 
 70+ 
126 
  89 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
  6 
  4 
11 
  8 
17 
Bordetella bronchiseptica R-401-2 
Kluyvera cryocrescens R-401-5 
Enterobacter taylorae R-401-9 
Salmonella cholerasuis R-401-11 
Enterobacter asburiae R-401-13 
 
102 
  98 
110 
106 
  98 
  87 
  81 
  93 
109 
  89 
 97 
 94 
 88 
79+ 
 97 
102 
117 
 69+ 
 54+ 
 96 
103 
128 
 63+ 
 52+ 
  96 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
22 
  3 
32 
  2 
  0 
Endophytische Bakterien mit chitinolytischer Aktivität 
no match 104root1 
Bacillus polymyxa 104root2 
no match 501root1 
no match 501root2 
Acidovorax avenae 502root1 
 
106 
  90 
  92 
109 
102 
  91 
  89 
  84 
129 
  94 
  96 
133 
  75+ 
  62* 
  55* 
114 
190 
 73+ 
 45+ 
 41+ 
  98 
153 
 60+ 
 40+ 
 20+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
44 
  0 
49 
67 
35 
Acidovorax avenae 502root2 
Burkholderia cepacia 703root1 
Vibrio cholerae 703root2 
Vibrio parahaemo-lyticus 802root 
no match chi1root1 
 
101 
107 
  89 
  98 
100 
99 
97 
86 
77 
86 
  82 
 75+ 
110 
128 
  91 
  96 
 69+ 
  94 
137 
  84 
 75+ 
 67+ 
104 
140 
  76 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
  13 
  98 
100 
  96 
  56 
Burkholderia cepacia chi1root2 
Serratia marcescens SM-1 
Serratia marcescens SM-2 
Serratia marcescens SM-3 
Serratia marcescens SM-4 
 
  74 
115* 
112 
117 
112 
  79 
109 
  84 
  82 
  89 
128 
  94 
 71+ 
  76 
  82 
146 
114 
 62+ 
 73+ 
  95 
140 
138 
 60+ 
 74+ 
113 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
98 
60 
87 
67 
60 
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Isolat Wirkungsgrad1    
 Spross-
frisch-
gewicht  
(g) 
Wurzel-
frisch-
gewicht 
(g) 
Gall-
index2 
Anzahl 
Gallen 
Anzahl 
Eier-
massen 
Chitinoly
-tische 
Aktivität
Proteoly-
tische 
Aktivität 
Wirkung 
der 
Kultur-
filtrate3 
Serratia marcescens SM-5 
Serratia marcescens SM-6 
Serratia marcescens SM-7 
Serratia marcescens SM-8 
 
102 
108 
111 
115* 
  69 
  64 
  99 
101 
106 
129 
123 
 71* 
153 
127 
 61+ 
109 
216 
175 
  78 
118 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
69 
76 
89 
62 
 
1 Wirkungsgrad = (Behandlung/Kontolle) x 100; 2 Gallindex auf einer Skala von 0-10 mit 0 = keine Gallen und 10 = maximale 
Vergallung (Zeck, 1971); 3 Relativer Anteil inaktivierter Larven von M. incognita nach 48 Stunden im Kulturfiltrat; 4 n.u. = nicht 
untersucht; * signifikant verschieden gegenüber der Kontrolle (P <0,05); + tendenziell verschieden gegenüber der Kontrolle (P < 
0,10), n = 4.                                                                                                                                      (nach Hallmann et al. 1996) 
Der Anteil Bakterienisolate mit antagonistischer Wirkung gegen M. incognita war für die verschiedenen 
Herkünfte wie folgt vertreten: Antagonistische Bakterien 30 %, endophytische Bakterien aus Baumwolle 
in unbehandelter Erde 38 %, endophytische Bakterien aus Baumwolle in Chitin-behandelter Erde 27 % 
und endophytische Bakterien mit chitinolytischer Aktivität 42 % (Tabelle 4). Gattungen mit einem hohen 
Anteil antagonistischer Isolate waren Serratia mit 5 von 10 Isolaten, gefolgt von Burkholderia mit 5 von 
14 Isolaten.  
Tab. 4 Anteil Bakterienisolate mit antagonistischer Wirkung gegen Meloidogyne incognita im Biotest in Ab-
hängigkeit von Herkunft, Gattung, hydrolytischer Enzymaktivität und nematostatischer Wirkung der 
Kulturfiltrate 
 Absolut Relativ (%) 
a) Herkunft 
Antagonistische Bakterien 
Bakterien aus Baumwolle in unbehandelter Erde 
Bakterien aus Baumwolle in Chitin-behandelter Erde 
Bakterien mit chitinolytischer Aktivität 
 
6 von 20 
6 von 16 
4 von 15 
9 von 19 
 
30 % 
38 % 
27 % 
47 % 
b) Gattung 
Serratia 
Burkholderia 
 
5 von 10 
5 von 15 
 
50 % 
33 % 
c) Chitinolytische Aktivität 10 von 25 40 % 
d) Proteolytische Aktivität 16 von 38 42 % 
e) Nematostatische Wirkung der Kulturfiltrate > 50 % 15 von 33 45 % 
Die Untersuchung der hydrolytischen Aktivität der verschiedenen Bakterienisolate ergab ein recht 
unterschiedliches Bild in Abhängigkeit ihrer Herkunft. Eine chitinolytische Aktivität wurde mit drei 
Ausnahmen nur bei der Gruppe chitinolytischer Bakterien festgestellt, wobei 17 der 22 Isolate mit 
chitinolytischer Aktivität auch proteolytische Aktivität aufwiesen. Bei der Gruppe Bakterien mit unter-
schiedlicher Herkunft zeigten 17 von 20 Isolaten eine proteolytische Aktivität. Im Gegensatz dazu 
zeigten die endophytischen Bakterien aus Baumwolle nur in Einzelfällen proteolytische Aktivität. Be-
trachtet man alle 25 Isolate mit antagonistischer Wirkung gegen M. incognita im Biotest, so zeigten 10 
Isolate (40 %) chitinolytische Aktivität, 16 Isolate (64 %) proteolytische Aktivität und 13 Isolate (52 %) 
eine nematostatische Wirkung der bakteriellen Kulturfiltrate. 
Die antagonistische Wirkung der drei besten Isolate wurde wiederholt getestet. Alle drei Bakterienisolate 
führten zu einem geringeren Nematodenbefall ausgedrückt als Gallindex, Anzahl Gallen oder Anzahl 
Eiermassen (Tabelle 5). Die Befallsreduzierung in der Anzahl Gallen betrug 46 % für S. marcescens 90-
43 und 43 % für B. vesicularis IN884. Nach Applikation von S. marcescens 90-43 konnte ein gegenüber 
der Kontrolle gesteigertes Sprosswachstum (22 %) beobachtet werden. 
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Tab. 5 Einfluss ausgewählter endophytischer Bakterien auf das Pflanzenwachstum und den Befall von Baum-
wolle mit Meloidogyne incognita 
 Sprossfrisch-
gewicht (g) 
Wurzelfrisch-
gewicht (g) 
Gall-
index Gallen 
Eier-
massen 
Kontrolle 3,06 b 2,70 5,63 a 109 a  90 a   
Pseudomonas fluorescens 89B-61 2,79 b 2,18 5,13 ab 82 ab 63 ab 
Brevundimonas vesicularis IN884 3,06 b 2,23 4,75 b   62 b   44 b   
Serratia marcescens 90-43 3,75 a 2,62 4,50 b 59 b   36 b   
Mittelwerte mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range 
Test (P < 0,05. n = 8).                                                                                                                           (nach Hallmann et al., 1997c) 
Während bei einem zufälligen Testen durchschnittlich 10 % der Isolate eine antagonistische Wirkung 
gegen pflanzenparasitäre Nematoden zeigten (Munif, 2001), konnte durch die vorherige Selektion von 
Bakterien bestimmter Herkünfte mit 40-60 % wirksamen Isolaten eine deutliche Steigerung im 
Auffinden antagonistischer Isolate erzielt werden. Die vorherige Selektion von Bakterien bringt somit 
entscheidende Vorteile für das ohnehin schon zeit- und kostenintensive Screeningverfahren. Auffällig 
war, dass die antagonistische Wirkung der untersuchten Bakterien gegen M. incognita Isolat-spezifisch 
war, und dass sich die verschiedenen Bakterienherkünfte im Auffinden antagonistischer Isolate nicht 
unterschieden. Die Ergebnisse zur proteolytischen und chitinolytischen Enzymaktivität sowie zur inakti-
vierenden Wirkung der bakteriellen Kulturfiltrate ergaben keine bzw. nur eine geringe Übereinstimmung 
mit den Ergebnissen des Bioassays. Entsprechend eigneten sich die hier verwendeten in vitro-Verfahren 
nicht zum Auffinden bakterieller Antagonisten von pflanzenparasitären Nematoden. Andere Testsysteme 
können aber zu anderen Ergebnissen führen. So untersuchten Becker et al. (1988) die Kulturfiltrate von 
über 5000 Bakterienisolate aus der Rhizosphäre auf ihre inaktivierende Wirkung von M. incognita 
Larven. Etwa 1 % der Bakterienisolate reduzierte die Vitalität der Nematodenlarven in vitro, von denen 
wiederum 20 % nach Applikation am Saatgut zu einer signifikanten Befallsreduktion von M. incognita 
an Gurke führten. Eine höhere Auffindungsrate antagonistischer Isolate ergibt sich für Bakterien aus 
einem gegenüber Heterodera schachtii suppressiven Boden. Von 150 Isolaten zeigten 93 % eine 
signifikante Schlupfminderung von H. schachtii in vitro (Neipp und Becker, 1999). Eine Befallsmin-
derung von H. schachtii an Raps wurde für 7 % der Isolate in einem erdlosen Testsystem und für 3 % der 
Isolate im Gewächshausversuch ermittelt. Die Eignung von Feindpflanzen zum Auffinden antagonis-
tischer Bakterien wird von Kloepper et al. (1991) herausgestellt. Feindpflanzen bestimmter pflanzen-
parasitärer Nematoden wie Samtbohne, Rizinus, Roggen und Jackbohne unterschieden sich von Soja-
bohne durch eine charakteristische Rhizosphärenflora mit hohem antagonistischen Potenzial. Der Anteil 
Bakterien mit antagonistischer Wirkung gegen M. incognita und Heterodera glycines lag bei Feind-
pflanzen 4-6 mal höher als bei Sojabohne (Kloepper et al., 1992a). 
Im Gegensatz zum in situ Test sind in vitro-Versuche mit pflanzenparasitären Nematoden nicht immer 
einfach und bergen verschiedene Risiken, die es im Vorfeld zu beachten gilt. So ist ein einheitliches 
Inokulum nicht immer gegeben, da Nematoden immer wieder frisch extrahiert werden müssen und sich 
in der Zusammensetzung ihrer Entwicklungsstadien unterscheiden. Die Larven bewegen sich in der 
Regel langsam und verharren zeitweise in Ruhe, so dass eine Inaktivierung der Larven nicht immer 
einwandfrei zu erkennen ist. Schlupfversuche wiederum dauern mehrere Wochen. Saprophytische Nema-
toden, wie z. B. Caenorhabditis elegans oder Panagrellus redivivus, könnten als Testorganismen eine 
Alternative bieten. Sie bewegen sich schnell und lassen sich im Labor in einer Bakteriensuspension ein-
fach und kontinuierlich produzieren. Voraussetzung für deren Einsatz ist aber eine Übertragbarkeit der 
Ergebnisse auf pflanzenparasitäre Nematoden. Tian et al. (1995) berichten, dass von 883 Bakterieniso-
laten aus der Rhizosphäe verschiedener Gemüsekulturen 10 Isolate eine über 90 % starke Inaktivierung 
von P. redivivus innerhalb von 24 Stunden bewirkten. Die gleichen 10 Isolate führten zu einem vollstän-
digen Abtöten von Xiphinema thornei, Trichodorus pakistanensis, Scutellonema clathricaudatum, 
Criconemoides profusus und Meloidogyne hapla innerhalb von 6 Stunden. In eigenen Versuchen mit 
Kulturfiltraten eines zuvor im Bioassay selektierten apathogenen Fusarium oxysporum wurde zwar eine 
vollständige Inaktivierung von H. schachtii, M. incognita, M. javanica und M. arenaria sowie eine ca. 65 
% hohe Inaktivierung von Pratylenchus zeae und Radopholus similis erzielt, die Kulturfiltrate hatten 
jedoch keine Wirkung auf die saprophytischen Arten P. redivivus und Aphelenchoides composticola 
(Hallmann und Sikora, 1996a). Dieses Isolat wäre bei einem in vitro Screening mit saprophytischen 
Nematoden nicht aufgefallen. Eine Erklärung für die unterschiedliche Wirkung von Kulturfiltraten auf 
pflanzenparasitäre bzw. saprophytische Nematoden in den beiden dargestellten Fällen könnte in der 
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Natur des Wirkstoffs liegen. Das erste Beispiel beschreibt ein Totalnematizid, wohingegen es sich im 
zweiten Fall um einen selektiven Wirkstoff für pflanzenparasitäre Nematoden handeln könnte, welches 
als Pflanzenschutzmittel zu bevorzugen wäre. Da freilebende Nematoden sich von Mikroorganismen 
ernähren ist auch zu erwarten, dass sie resistenter gegen mikrobielle Metabolite und Toxine sind. 
Förderung des Pflanzenwachstums 
Antagonistische Bakterien reduzieren nicht nur den Befall der Pflanze mit pflanzenparasitären Nema-
toden, sondern tragen häufig auch zu einem besseren Pflanzenwachstum bei. Dabei ist die Pflanzen-
wachstumsförderung nicht nur eine Folge des geringeren Nematodenbefalls sondern kann auch durch die 
Bakterien selbst verursacht sein, wie es für zahlreiche ‘Plant Growth-Promoting Rhizobacteria‘ be-
schrieben ist (Kloepper et al., 1990). In einer Versuchsserie wurde die Pflanzenwachstumsförderung des 
zuvor als Antagonisten beschriebenen Bakteriums Rhizobium etli G12 in Abwesenheit von Nematoden-
befall an verschiedenen Wirtspflanzen untersucht. Jede Behandlung wurde acht mal wiederholt. Als 
Parameter wurden das Spross- und Wurzelfrischgewicht sowie die Wurzellänge ermittelt. 
Zur besseren Vergleichbarkeit der Pflanzenwachstumförderung von R. etli G12 an verschiedenen Wirts-
pflanzen werden in Tabelle 6 die Relativwerte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle angegeben. 
Insgesamt schwankten die Pflanzenwachstumsparameter sowohl innerhalb als auch zwischen den 
einzelnen Versuchen beträchtlich. Tendenziell zeigte sich aber eine positive Wirkung von R. etli G12 auf 
das Pflanzenwachstum. Die Pflanzenwachstumsförderung war aber weder hoch noch konstant genug, um 
R. etli G12 als ‘Plant Growth-Promoting Rhizobacterium‘ zu bezeichnen.  
Tab. 6 Relative Pflanzenwachstumsförderung durch den Antagonisten Rhizobium etli G12 an verschiedenen 
Wirtspflanzen (in Prozent zur Kontrolle) 
Wirtspflanze1 Sprossfrischgewicht Wurzelfrischgewicht Wurzellänge 
Tomate (2) 1,6 bis 20,1* 0,6 bis 9,7 -4,8 bis 4,0 
Gurke (1) 22,7* 8,7 3,8 
Paprika (1) 28,3* 14,4 6,5 
Baumwolle (1) 12,2 3,6 4,9 
Sojabohne (1) -10,9 3,0 20,1 
Mais (1) 12,7 -7,8   n.u.2 
Zuckerrübe (1) 3,8 2,1 n.u. 
Kartoffel (3) -19,6 bis 4,0 -30,1* bis 11,0 n.u. 
1 in Klammern angegeben ist die Anzahl der zugrunde liegenden Versuche; 2 n.u. = nicht untersucht; * Unterschiede waren 
signifikant gegenüber der Kontrolle (P = 0,05, n = 8).                                                                             (nach Mahdy et al., 2001b) 
Eine Förderung des Pflanzenwachstums ist unter Bakterien grundsätzlich weit verbreitet und wurde unter 
anderem für Tomate und Salat (Bashan et al., 1989; Nowak et al., 1995; van Peer und Schippers, 1989), 
Kartoffel (Frommel et al., 1993; Sturz 1995; van Peer und Schippers, 1989), Mais (Hinton und Bacon, 
1995; Lalande et al., 1989), Gurke (Nowak et al., 1995; van Peer und Schippers, 1989), Reis (Hurek et 
al., 1994) und Baumwolle (Bashan et al., 1989) festgestellt. Aus diesen Untersuchungen geht leider nicht 
hervor, ob diese Bakterien auch Antagonisten von Phytopathogenen waren. Der Anteil Bakterien mit 
Pflanzenwachstumsförderung an der gesamten bakteriellen Mikroflora wird auf 10 % geschätzt (Sturz, 
1995). Von der Förderung des Pflanzenwachstums sind die verschiedensten Pflanzenparameter betroffen. 
So förderte zum Beispiel Pseudomonas sp. Isolat PsJN an Kartoffel die Anzahl Wurzeln (24-196 %), das 
Wurzeltrockengewicht (44-201 %), die Sprosslänge (26-28 %), die Bildung von Blatthaaren (55-125 %), 
das Auftreten von Seitenwurzeln und den Ligningehalt der Pflanzen (43 %) (Frommel et al., 1991). 
Als Ursache der Pflanzenwachstumsförderung kommen verschiedene Faktoren in Frage. Zahlreiche Bak-
terien aus den Gattungen Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus, Azotobacter und Azospirillum 
produzieren Pflanzenhormone wie Ethylen, Auxin und Cytokinin (Arshad und Frankenberger, 1991; 
Bashan und Holguin, 1997; Leifert et al., 1994). Auf Phosphat-limitierenden Standorten können Bak-
terien mit der Fähigkeit zur Phosphatmobilisierung wie Acinetobacter spp., Agrobacterium spp., 
Pseudomonas spp. oder Bacillus circulans die Pflanze mit zusätzlichem Phosphat versorgen. Auch über 
die N2-Fixierung freilebender Bakterien kann das Pflanzenwachstum positiv beeinflusst werden. Die 
Fähigkeit zur N2-Fixierung ist unter Bakterien weit verbreitet und tritt vor allem in den Gattungen 
Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas und Bacillus auf. Über 
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den absoluten Beitrag dieser Bakterien am Gesamt-N Bedarf der Pflanze ist aber noch immer wenig 
bekannt (Döbereiner und Pedrosa, 1987; Hecht-Buchholz, 1998). Immerhin kann der Einsatz diazo-
tropher Bakterien zu einer deutlichen Reduzierung der mineralischen N-Düngung beitragen bzw. wie in 
Brasilien für den Anbau von Sojabohnen und Zuckerrohr gezeigt wurde, zu einem vollständigen Verzicht 
auf mineralische N-Düngung  (Döbereiner, 1997). Im Falle des Zuckerrohranbaus wurde der Beitrag der 
biologischen N2-Fixierung auf 150 kg/ha geschätzt (Döbereiner, 1997). Doch nicht immer ist die positive 
Wirkung N2-fixierender Bakterien für das Pflanzenwachstum auf eine verbesserte Stickstoffversorgung 
zurückzuführen. So zeigten Hurek et al. (1994) an Reis, dass die durch den diazotrophen Endophyten 
Azoarcus sp. BH72 hervorgerufene Steigerung des Pflanzenwachstums auch bei Nif- Mutanten auftrat, 
und die N2-Fixierung dieses Bakteriums damit nicht für die beobachtete Wachstumsförderung verant-
wortlich sein konnte. Die Autoren vermuten, dass indirekte Faktoren, wie bessere Nährstoffaufnahme 
oder verbesserter Wasserhaushalt der Pflanze nach Besiedlung mit Azoarcus die beobachtete Wachs-
tumsförderung erklären. Auch eine Unterdrückung schädigender Mikroorganismen infolge der Bakte-
rienbesiedlung könnte Ursache der Pflanzenwachstumsförderung gewesen sein. 
Reduzierung des Nematodenbefalls 
Antagonistische Bakterien besiedeln eine ähnliche oder sogar die gleiche ökologische Nische wie 
pflanzenparasitäre Nematoden und stellen somit ideale Kandidaten für biologische Bekämpfungs-
verfahren dar. Dies gilt insbesondere für die sedentären Stadien der Zysten- und Wurzelgallennematoden, 
die einem Angriff von Antagonisten nicht ausweichen können. 
Eine antagonistische Wirkung endophytischer Bakterien gegen bodenbürtige Pathogene wurde in der 
Vergangenheit für pilzliche und bakterielle Pathogene nachgewiesen. So reduzieren endophytische 
Bakterien Auftreten und Befall von Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Chen et al., 1995) und 
Rhizoctonia solani (Pleban et al., 1995) an Baumwolle, Fusarium oxysporum f. sp. pisi an Erbse 
(Benhamou et al., 1996), Verticillium albolatrum und Rhizoctonia solani an Kartoffel (Nowak et al., 
1995) und Sclerotium rolfsii an Bohne (Pleban et al., 1995). Eine antagonistische Wirkung endophy-
tischer Bakterien wurde auch gegen die bakteriellen Pathogene Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus (van Buren et al., 1993) und Erwinia carotovora var. atroseptica (Sturz und Matheson, 
1996) jeweils an Kartoffel nachgewiesen. Darüber hinaus zeigten endophytische Bakterien aus Kartoffel 
eine starke Antibiosis gegen Fusarium sambucinum, F. avenaceum und F. oxysporum (Sturz et al., 1999) 
und endophytische Bakterien aus Mais wiesen Antibiosis gegen F. moniliforme auf (Hinton und Bacon, 
1995). Demgegenüber ist über die antagonistische Wirkung endophytischer Bakterien gegen pflanzen-
parasitäre Nematoden bisher wenig bekannt. 
In eigenen Versuchen zeigte ein Screening vorselektierter endophytischer Bakterien, dass 14 % der 
Isolate eine signifikante Reduzierung (P = 0,05) von M. incognita an Tomate bewirkten. Die maximale 
Befallsreduzierung betrug 45 % beim Gallindex und 60 % in der Anzahl Gallen. Weitere 21 % der 
Isolate zeigten noch eine tendenzielle (P = 0,1) Reduzierung des Nematodenbefalls. Vergleichbare 
Reduzierungsraten von Nematoden sind für Rhizosphärebakterien nachgewiesen worden (Becker et al., 
1988; Neipp und Becker, 1999; Oostendorp und Sikora, 1989, 1990; Racke und Sikora, 1992). 
In den Versuchen der nun folgenden Kapitel wurde die Wirkung antagonistischer Bakterien gegen 
pflanzenparasitäre Nematoden untersucht. Die Wirkungsbreite und Dosis-Wirkungs-Beziehung wird 
dargestellt, um dann über die Lokalisierung der Bakterien die möglichen Wirkungsorte und Wirkungs-
mechanismen aufzuzeigen. Die Bedeutung der endophytischen Lebensweise antagonistischer Bakterien 
für die Bekämpfung der Nematoden wird betrachtet. Abschließend wird auf mögliche Faktoren einge-
gangen, die die antagonistische Wirkung sowie Formulierung und Applikation der Bakterien beein-
flussen können.  
Wirkungsbreite 
Die Wirkungsbreite antagonistischer Bakterien ist ein entscheidendes wirtschaftliches Kriterium für 
deren Einsatz in der Praxis. Ziel ist ein Schutz verschiedener Kulturpflanzen gegen die wichtigsten 
pflanzenparasitären Nematoden. Bisher beschrieben wurde in der wissenschaftlichen Literatur primär die 
Wirkung eines Bakteriums gegen einen oder wenige pflanzenparasitäre Nematoden. Voraussetzung für 
die Entwicklung von Präparaten für die Praxis ist aber eine möglichst breite Wirkung gegen verschiedene 
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Nematoden an verschiedenen Wirtspflanzen. Dies wird zum Beispiel bei der biologischen Bekämpfung 
pflanzenpathogener Pilze mit antagonistischen Bakterien erfüllt. So wirken die auf Bacillus subtilis-
basierenden Präparate FZB24 und Kodiak® gegen Fusarium, Rhizoctonia und Alternaria und das auf 
Streptomyces griseoviridis-basierende Präparat Mycostop gegen Alternaria, Fusarium, Phomopsis, 
Botrytis, Pythium und Phytophthora (www.barc.usda.gov/psi/bpdl/bpdlprod/bioprod.html). Inwieweit ein 
bestimmtes antagonistisches Bakterium auch verschiedene pflanzenparasitäre Nematoden bekämpfen 
kann, wurde am Beispiel von Rhizobium etli G12 untersucht. Es ergaben sich folgende Fragestellungen: 
 Kann R. etli G12 verschiedene Nematodenarten bzw. -gattungen unterdrücken? 
 Erstreckt sich die antagonistische Wirkung von R. etli G12 gegenüber einer Nematodenart auf eine 
oder mehrere Kulturpflanzen? 
Die Untersuchungen zur Wirkung von R. etli G12 wurden an sedentären und wandernden Endoparasiten 
sowohl an monokotyledonen und dikotyledonen Kulturpflanzen vorgenommen (Tabelle 7). Der Ver-
suchsaufbau folgte einem einheitlichen Schema: (1) Anzucht der Wirtspflanze für 3 Wochen, (2) 
Inokulation von 3 x 1 ml Bakteriensuspension (OD560 = 2,0; ca. 1,0 x 10
10 cfu/ml) in den Wurzelraum, (3) 
Inokulation der pflanzenparasitären Nematoden nach weiteren 3 Tagen und (4) Auswertung der Versuche 
nach insgesamt 10 Wochen. In den verschiedenen Wirt/Parasit-Systemen reduzierte R. etli G12 den 
Nematodenbefall um durchschnittlich 45 %. Keine Wirkung zeigte sich für R. etli G12 gegen 
M. arenaria an Tomate. Letzterer Versuch wurde allerdings nur einmal durchgeführt und weitere Unter-
suchungen sind notwendig, um diese Beobachtung zu bestätigen. In keinem Fall wurde durch die Bakte-
rienapplikation eine negative Wirkung auf das Pflanzenwachstum beobachtet (nicht dargestellt).  
Die Ergebnisse zeigen eine breite Wirkung von R. etli G12 gegen verschiedene pflanzenparasitäre Nema-
toden an unterschiedlichen Wirtspflanzen. Eine ähnliche Wirkungsbreite konnte auch für Bacillus cereus 
S18 beschrieben werden (Hallmann et al., 2000a; Mahdy et al., 2001b). Die antagonistische Wirkung von 
B. cereus S18 richtete sich sowohl gegen verschiedene Nematodenarten einer Gattung (M. incognita, M. 
arenaria, M. javanica) als auch gegen einen Nematoden (M. incognita) an verschiedenen Wirtspflanzen 
(Tomate, Gurke, Paprika). Die Wirkungsbreite antagonistischer Bakterien ist aber nicht nur auf ver-
schiedene Nematoden- und Pflanzenarten begrenzt, sondern kann auch einen zusätzlichen Schutz der 
Pflanze gegenüber anderen Pathogenen einschließen. So wirkt Pseudomonas fluorescens 89B-61 antago-
nistisch gegen Meloidogyne incognita an Baumwolle (Hallmann et al., 1996) sowie gegen F. oxysporum 
f. sp. vasinfectum (Chen et al., 1995) und Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Wei et al., 1996) an 
Gurke.  
Tab. 7 Wirkungsbreite des antagonistischen Rhizosphärebakteriums Rhizobium etli G12 
Kulturpflanze Nematode Befallsreduzierung1 
Baumwolle Meloidogyne incognita 41 % 
Gurke Meloidogyne incognita 34 % 
Kartoffel Globodera pallida 
Meloidogyne incognita 
27-51 % 
29-67 % 
Mais Pratylenchus zeae 17 % 
Paprika Meloidogyne incognita 39 % 
Tomate Meloidogyne arenaria 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne javanica 
0 
47-70 % 
50 % 
Zuckerrübe Heterodera schachtii 63 % 
 1 Die Befallsreduzierung gegenüber der Kontrolle bezieht sich bei den Wurzelgallennematoden (Meloidogyne spp.) auf die 
Anzahl Gallen und bei den Zystennematoden (Globodera, Heterodera) auf die Anzahl Zysten pro Pflanze 
(modifiziert nach Mahdy et al., 2001a) 
Die große Wirkungsbreite antagonistischer Bakterien gegen verschiedene Pathogene an unterschied-
lichen Wirtspflanzen könnte auf einen unspezifischen Wirkungsmechanismus hinweisen, wie zum 
Beispiel induzierte Resistenz (siehe S. 33 ff). Auf die Wirkungsbreite Resistenz-induzierender Bakterien 
weisen Zehnder et al. (2001) hin. Die untersuchten Resistenz-induzierenden Rhizosphärebakterien 
wirkten gegen Cucumber Mosaic Virus, Tomato Mottle Virus, den bakteriellen Welkeereger Erwinia 
tracheiphila und die Insekten Diabrotica undecimpunctata und Acalymma vittata. 
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Dosis-Wirkungsbeziehung 
Die Dosis-Wirkungsbeziehung ist ein wichtiges Kriterium für die Effektivität und Wirtschaftlichkeit 
biologischer Bekämpfungsverfahren. Die meisten chemischen Pflanzenschutzmittel folgen einer engen 
Dosis-Wirkungsbeziehung, d. h. mit zunehmender Aufwandmenge wird eine bessere Bekämpfung des 
jeweiligen Pathogens erzielt. Wie sieht dies für antagonistische Bakterien aus? Im Gegensatz zu Pflan-
zenschutzmitteln können sich antagonistische Bakterien vermehren, so dass bereits geringe Aufwand-
mengen für eine gute Bekämpfung ausreichen mögen. Die Wirkung antagonistischer Bakterien hängt 
andererseits von deren Wirkungsmechanismus ab. Beruht die Wirkung auf der Bildung toxischer oder 
hemmender Substanzen, so kommt der Dosis-Wirkungsbeziehung in aller Regel eine größere Bedeutung 
zu, als bei induzierter Resistenz als Wirkungsmechanismus. Eine enge Dosis-Wirkungsbeziehung liegt 
zum Beispiel bei der biologischen Bekämpfung von Gaeumannomyces graminis var. tritici durch 
Pseudomonas fluorescens 2-79 vor, wobei die antagonistische Wirkung von P. fluorescens 2-79 auf der 
Bildung des fungiziden Wirkstoffs Phenazin beruht (Bull et al., 1991). Es stellt sich die Frage, ob eine 
vergleichbare Dosis-Wirkungsbeziehung auch für die biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer 
Nematoden von Bedeutung ist. Entsprechende Untersuchungen wurden mit Rhizobium etli G12 zur 
Bekämpfung von Meloidogyne incognita an Tomate durchgeführt. Die Tomatenpflanzen wurden im 
Alter von 3 Wochen mit 3 ml einer Bakteriensuspension von R. etli G12 folgender Konzentration inoku-
liert: 0, 104, 106, 108 und 1010 cfu/ml. Sieben Tage nach Bakterienapplikation erfolgte die Inokulation der 
Tomaten mit 1000 Larven von M. incognita. Nach weiteren 7 Wochen wurde der Versuch ausgewertet 
und die Parameter Sprossfrischgewicht, Wurzelfrischgewicht und Gallindex ermittelt. Die Ergebnisse 
zeigten eine deutliche Dosis-Wirkungsbeziehung. Der Gallindex in den mit M. incognita inokulierten 
Tomaten betrug 5,0 (Abb. 1). Mit zunehmender Aufwandmenge von R. etli G12 reduzierte sich der Gall-
index auf 4,75 (104 cfu/ml) und 3,0 (1010 cfu/ml). Dabei waren die Unterschiede im Gallindex ab einer 
Aufwandmenge von 108 cfu/ml signifikant gegenüber den nur mit M. incognita inokulierten Tomaten.  
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Abb. 1 Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen dem antagonistischen Bakterium Rhizobium etli G12 (G12) und 
Meloidogyne incognita (Mi) an Tomate ausgedrückt als Gallindex. Mittelwerte mit dem gleichen 
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 8). 
(Mahdy, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
Die Abnahme des Gallindex ging tendenziell mit einer Erhöhung des Wurzelfrischgewichtes einher 
(Abb. 2). Das höchste Wurzelfrischgewicht der mit M. incognita inokulierten Varianten wurde mit 4,4 g 
nach Applikation der höchsten Bakteriendichte (1010 cfu/ml) erzielt. Demgegenüber lag das Wurzel-
frischgewicht in der allein mit M. incognita inokulierten Variante bei 3,04 g. Im Sprossfrischgewicht 
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Varianten (nicht dargestellt). 
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Abb. 2 Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen dem antagonistischen Bakterium Rhizobium etli G12 (G12) und 
Meloidogyne incognita (Mi) an Tomate bezogen auf das Wurzelfrischgewicht. Mittelwerte mit dem 
gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, 
n = 8).                                                                               (Mahdy, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
Da der Wirkungsmechanismus von R. etli G12 induzierte Resistenz ist (siehe S. 33 ff), lassen die Ergeb-
nisse folgende Schlussfolgerungen zu: 1. Für die Induktion der pflanzlichen Resistenzreaktion muss die 
Bakteriendichte einen bestimmten Schwellenwert überschreiten, der zwischen 104 und 108 cfu/ml liegt 
und 2. die Resistenzreaktion ist konzentrationsabhängig. Damit folgen die eigenen Beobachtungen nicht 
der gängigen Vorstellung einer fehlenden bzw. abgeschwächten Dosis-Wirkungbeziehung bei 
Resistenzinduktion (Schönbeck et al., 1993). Insgesamt besteht bezüglich der Dosis-Wirkungsbeziehung 
antagonistischer Bakterien noch erheblicher Forschungsbedarf. Intensiver untersucht wurde über die 
vergangenen Jahre die Dosis-Wirkungsbeziehung von antagonistischen Bakterien gegenüber phytopatho-
genen Pilzen. So verglichen Raaijmakers et al. (1995) die Dosis-Wirkungsbeziehung zweier Pseudomo-
naden mit unterschiedlichem Wirkungsmechanismus gegenüber dem Erreger der Fusarium-Welke an 
Radieschen: 1. Pseudomonas putida WCS358 (Siderophoren-bedingte Konkurrenz um Fe3+) und 2. P. 
fluorescens WCS374 (induzierte Resistenz). Eine signifikante Reduzierung des Fusarium-Befalls 
erfolgte für beide Bakterien ab einem Schwellenwert von 105 cfu/g Wurzel. Besatzdichten oberhalb 
dieses Schwellenwertes führten zu keiner weiteren Steigerung des Bekämpfungserfolges von Fusarium. 
Sanken demgegenüber die Besatzdichten unter den Schwellenwert, erfolgte eine rasche Abnahme der 
Fusarium-Bekämpfung. In diesem Falle war eine Dosis-Wirkungsbeziehung nur bei Besatzdichten unter-
halb eines bestimmten Schwellenwertes gegeben und zudem weitgehend unabhängig vom jeweiligen 
Wirkungsmechanismus (Konkurrenz um Fe vs. induzierter Resistenz).  
Das Fehlen einer Dosis-Wirkungsbeziehung kann Vorteile für den Einsatz antagonistischer Bakterien in 
der Praxis haben, vorausgesetzt, die Bakterienbesiedlung liegt oberhalb des für die Bekämpfung erfor-
derlichen Schwellenwertes. Da Bakteriendichten in der Regel starken Schwankungen in Abhängigkeit 
konkurrierender Mikroorganismen, Nährstoffverfügbarkeit, Niederschlagsereignisse und anderer Fakto-
ren unterliegen, würde eine enge Dosis-Wirkungsbeziehung zu ebensolchen Schwankungen in der Be-
kämpfung führen. Muss die Bakteriendichte dagegen nur einen bestimmten Schwellenwert für die maxi-
male Wirkung überschreiten, ist insgesamt eine konstantere Bekämpfung zu erwarten. 
Lokalisierung 
Voraussetzung für eine gute Wirksamkeit antagonistischer Bakterien ist eine rasche und intensive 
Besiedlung der Wurzel, insbesondere der Regionen, die potenzielle Eintrittsstellen für pflanzenparasitäre 
Nematoden darstellen. Dies gilt allerdings nur bedingt für Bakterien als Resistenzinduktoren. Neben der 
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absoluten Besatzdichte von Bakterien ist damit auch die Verteilung von Bakterien auf der Wurzel ein 
wichtiger Faktor für die Bekämpfung. Untersuchungen zur Lokalisierung der antagonistischen Bakterien 
auf bzw. in der Wurzel tragen somit zur Klärung der Wirkungsmechanismen bei. Da antagonistische 
Bakterien auf unterschiedliche Weise Nematoden abwehren, sind Unterschiede in ihren spezifischen 
Besiedlungseigenschaften zu erwarten.  
Untersuchungen zur Lokalisierung antagonistischer Bakterien setzen sensitive und spezifische Nachweis-
verfahren voraus. Die Spezifität des Verfahrens muss gewährleisten, dass antagonistische Bakterien 
eindeutig von anderen Bakterien differenziert werden können. Darüber hinaus sollte das Verfahren 
sensitiv genug sein, um einzelne Bakterien zu erkennen. Ein sensitiver Nachweis antagonistischer Bak-
terien auf Makro- und Mikroebene kann durch verschiedene mikroskopische Verfahren von der Licht-
mikroskopie über die Epifluoreszenzmikroskopie und Konfokale Laser Scanning Mikroskopie bis hin zur 
Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie erfolgen. Die Visualisierung der Bakterien im 
Pflanzengewebe kann durch vorheriges Anfärben der Bakterien bzw. deren Strukturen mit Hilfe fluores-
zierender und nicht-fluoreszierender Farbstoffe erleichtert werden. Für den spezifischen Nachweis 
können mono- und polyklonale Antikörper gekoppelt mit Fluoreszenzfarbstoffen oder kolloidalem Gold, 
sowie PCR-basierte molekulare Methoden eingesetzt werden. Für den direkten Nachweis lebender 
Bakterien auf bzw. im Pflanzengewebe bietet sich die Markierung der Bakterien mit dem Grün-Fluores-
zenz-Protein (GFP) an. In den folgenden Untersuchungen zur Lokalisierung antagonistischer Bakterien 
wurden verschiedene Methoden eingesetzt bzw. miteinander kombiniert, um die typischen Besiedlungs-
eigenschaften in ihrer ganzen Breite zu erfassen. Die Untersuchungen wurden primär mit dem Antago-
nisten Rhizobium etli G12 an Kartoffel und Arabidopsis durchgeführt und ergänzt durch elektronen-
mikroskopische Untersuchungen zur Lokalisierung des Antagonisten Pseudomonas fluorescens 89B-61. 
Als Kontrolle wurde die Lokalisierung von Enterobacter asburiae JM22 untersucht, einem intensiven 
Besiedler verschiedener Wirtspflanzen mit bisher keiner nachgewiesenen antagonistischen Wirkung 
gegenüber pflanzenparasitären Nematoden und anderen Pflanzenpathogenen. 
Tissue Immunoblot-Verfahren: Mit dem Tissue Immunoblot-Verfahren (siehe Anhang) wurden 
Untersuchungen zur Lokalisierung von Rhizobium etli G12 an Kartoffeln cv. 'Hansa' durchgeführt. Mit 
diesem Verfahren kann die Bakterienbesiedlung eines vollständigen Wurzelsystems in einem Bild darge-
stellt werden (Tafel 1: A). Demnach besiedelte R. etli G12 insbesondere die Haupt- und Seitenwurzeln 
der Kartoffeln und dort, wie anhand von Wurzelquer- und -längsschnitten ersichtlich, primär die peri-
pheren Bereiche der Wurzel (Tafel 1: B und C). Eine weitere Eingrenzung der Bakterienbesiedlung auf 
bestimmte Gewebebereiche (Rhizodermis, Wurzelrinde) war mit dieser Methode nicht möglich. Auch 
erlaubte das Tissue Immunoblot-Verfahren keine Differenzierung zwischen inter- und intrazellulärer Be-
siedlung. 
Ein limitierender Faktor des Tissue Immunoblot-Verfahrens ist die geringe Nachweisgrenze von 103 bis 
104 cfu/g Pflanzenfrischgewicht (Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996). Der Nachweis geringer 
Bakteriendichten an den Wurzelspitzen und dem noch sehr jungen Wurzelgewebe ist mit dem Tissue 
Immunoblot-Verfahren von daher nicht möglich. Die Aussagegenauigkeit des Tissue Immunoblot-Ver-
fahrens hängt weiterhin von der Spezifität der eingesetzten Antikörper ab. Mögliche Kreuzreaktionen der 
eingesetzten Antikörper mit parallel auftretenden Bakterien müssen in Vorversuchen ausgeschlossen 
werden. Durch Herstellung monospezifischer bzw. monoklonaler Antikörper kann bei Bedarf die 
Spezifität erhöht werden.  
Licht- und Elektronenmikroskopie: Zur Lokalisierung antagonistischer Bakterien wurde sowohl die 
Raster- als auch die Transmissionselektronenmikroskopie eingesetzt. Die Rasterelektronenmikroskopie 
(siehe Anhang) stellt Bakterien auf pflanzlichen Oberflächen dar. Das Verfahren ist sehr sensitiv und 
ermöglicht die Lokalisierung einzelner Bakterien auf der Wurzeloberfläche. Ein spezifischer Nachweis 
der Bakterien ist jedoch aufwendiger. In eigenen Untersuchungen wurde die Besiedlung von Baumwolle 
mit Enterobacter asburiae JM22 untersucht (Hallmann et al., 1998b). E. asburiae JM22 wurde als 
Saatgutbehandlung und acht Tage später als Bodenbehandlung (log 6,3x108 cfu/ml) appliziert. Die raster-
elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte nach weiteren acht Tagen und zeigte eine dichte Besied-
lung der Wurzeloberfläche mit Bakterien. Ein spezifischer Nachweis des Bakteriums wurde nicht durch-
geführt. Da aber Kontrollpflanzen insgesamt eine deutlich geringere Besiedlung mit Bakterien auf-
wiesen, war zu vermuten, dass der überwiegende Anteil an Bakterien E. asburiae JM22 war. Bei einem 
gleichzeitigen Befall der Baumwolle mit Meloidogyne incognita waren insbesondere die Oberflächen 
von Nematodengallen mit Bakterien besiedelt (Tafel 1: D und E). 
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Während die Rasterelektronenmikroskopie vor allem zur Darstellung von Bakterien auf pflanzlichen 
Oberflächen geeignet ist, können mit der Transmissionselektronenmikroskopie auch Bakterien im 
Pflanzengewebe nachgewiesen werden. Hierbei werden von fixiertem und in Kunstharz eingebettetem 
pflanzlichen Gewebe Ultradünnschnitte angefertigt und im Transmissionselektronenmikroskop ausge-
wertet (siehe Anhang). Ein spezifischer Nachweis zuvor applizierter Bakterien ist möglich, u. a. mit den 
im Folgenden dargestellten immunologischen Verfahren basierend auf einer Antigen/Antikörper-Markie-
rung mit kolloidalem Gold bzw. dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) (siehe 
Anhang). 
Sowohl mit FITC als auch mit kolloidalem Gold war ein sensitiver und spezifischer Nachweis von 
P. fluorescens 89B-61 im Wurzelgewebe von Baumwolle cv. DP50 möglich (Tafel 2: A). P. fluorescens 
89B-61 besiedelte hauptsächlich die Wurzeloberfläche und die Interzellularräume in der äußeren Wurzel-
rinde (Tafel 2: B). In unmittelbarer Umgebung des Bakteriums wurden manchmal Auflagerungen eines 
elektronendichten Materials beobachtet (Tafel 2: C), deren Ursache bzw. Wirkung aber unklar blieb. Auf 
der Wurzeloberfläche trat P. fluorescens 89B-61 verstärkt in Vertiefungen zwischen benachbarten 
Epidermiszellen auf, also jenen Regionen, in denen verstärkt Wurzelexsudate abgegeben werden (Tafel 
2: D). Die mit P. fluorescens 89B-61 besiedelten Interzellularräume zeigten oft hohe Besatzdichten des 
Bakteriums (Tafel 2: D). Vereinzelt konnte P. fluorescens 89B-61 auch intrazellulär in Epidermiszellen 
beobachtet werden, die erste Anzeichen einer Nekrose zeigten (Tafel 2: E). P. fluorescens 89B-61 wurde 
niemals in der inneren Wurzelrinde oder den Leitgefäßen beobachtet.  
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Tafel 1: 
Abb. A Tissue Print Immunoblot einer Kartoffelwurzel 7 Tage nach Tauchbehandlung mit Rhizobium etli 
G12 im Vergleich zu einer unbehandelten Wurzel. Für den Nachweis von R. etli G12 wurden primäre 
Antikörper in der Verdünnung 1:500 und sekundäre Antikörper gekoppelt mit alkalischer 
Phosphatase in der Verdünnung 1:1000 verwendet. Die von R. etli G12 besiedelten Wurzelbereiche 
sind violett gefärbt.                                                 (Azemoun, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
 
 
Abb. B, C Visualisierung von Rhizobium etli G12 im Querschnitt (B) und Längsschnitt (C) einer 
Kartoffelwurzel 7 Tage nach der Tauchbehandlung mit dem Bakterium. Für den Nachweis von R. etli 
G12 wurden primäre Antikörper in der Verdünnung 1:500 und sekundäre Antikörper gekoppelt mit 
alkalischer Phosphatase in der Verdünnung 1:1000 verwendet. Die von R. etli G12 besiedelten 
Wurzelbereiche sind violett gefärbt. Vergrößerung: 250fach.  
                                                                                                       (Azemoun, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
 
 
Abb. D, E Besiedlung der Wurzeloberfläche von Baumwolle mit Bakterien. Die rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme zeigt eine aufgerissene Epidermis mit darunter liegender Wurzelgalle (D), 
die bei höherer Vergrößerung eine dichte Besiedlung mit Bakterien aufweist (E). 
Vergrößerungsbalken = 100 µm (D) bzw. 10 µm (E).                               (nach Hallmann et al., 1998b) 
 
Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003  23
 
 Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
24 Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003 
 
Tafel 2: 
Abb. A Elektronenmikroskopische Darstellung von Pseudomonas fluorescens 89B-61. Für den spezifischen 
Nachweis von P. fluorescens 89B-61 wurden primäre Antikörper in der Verdünnung 1:500 und 
sekundäre Antikörper gekoppelt mit kolloidalem Gold in der Verdünnung 1:40 verwendet. Die Länge 
des Vergrößerungsbalkens entspricht 0,5 µm..  
                                                                                               (nach Quadt-Hallmann, Hallmann und Kloepper, 1997b) 
 
 
Abb. B Lokalisierung von Pseudomonas fluorescens 89B-61 auf der Wurzeloberfläche und in der äußeren 
Wurzelrinde von Baumwollwurzeln dargestellt als fluoreszierende Regionen. Für den Nachweis von 
P. fluorescens 89B-61 wurden die primären Antikörper 1:500 und die sekundären Antikörper 
gekoppelt mit FITC 1:100 verdünnt.              (nach Quadt-Hallmann, Hallmann und Kloepper, 1997b) 
 
 
Abb. C-E Lokalisierung von Pseudomonas fluorescens 89B-61 an Baumwolle nach Saatgutapplikation (1,0 x 
107 cfu/Samen). Für den spezifischen Nachweis von P. fluorescens 89B-61 wurden die primären 
Antikörper 1:500 und die sekundären Antikörper gekoppelt mit kolloidalem Gold 1:40 verdünnt. 
Auflagerung elektronendichten Materials an der Verbindungsstelle zweier Epidermiszellen in der 
Nähe von P. fluorescens 89B-61 (D) (Vergrößerungsbalken = 1 µm). Lokalisierung einzelner Zellen 
von P. fluorescens 89B-61 auf der Wurzeloberfläche, in den Vertiefungen zweier angrenzender 
Epidermiszellen (EP) und im Interzellularraum der Wurzelrinde (C) (B = Bakterium, 
Vergrößerungsbalken = 10 µm). Einzelne Zelle von P. fluorescens 89B-61 intrazellulär in einer leicht 
nekrotisierten Epidermiszelle (E) (Vergrößerungsbalken = 2 µm).  
                                                                                               (nach Quadt-Hallmann, Hallmann und Kloepper, 1997b) 
Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003  25
 
 Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
26 Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003 
Markierung mit dem Grün-Fluoreszenz-Protein: Die Markierung antagonistischer Bakterien mit dem 
Grün-Fluoreszenz-Protein (GFP) ist ein recht junges Verfahren. Die Arbeiten hierzu bildeten einen 
Schwerpunkt der vorliegenden Habilitationsschrift und werden im Folgenden ausführlich dargestellt. Bei 
diesem Markierungsverfahren wird das GFP-Fluoreszenzgen in die Bakterien transferiert. Das GFP-
Fluoreszenzgen stammt ursprünglich aus der Qualle Aequorea victoria und wurde für die Verwendung in 
Bakterien modifiziert (siehe Anhang). An den Einsatz von GFP als sensitiver und spezifischer Marker für 
antagonistische Bakterien wurden folgende Anforderungen gestellt: 
 stabile Vererbung des GFP-Plasmids auf nachkommende Bakteriengenerationen 
 geringe Mutationsrate des GFP-Plasmids  
 hohe Fluoreszenzintensität für den sensitiven Nachweis individueller Bakterien 
 hohe Lichtstabilität der Fluoreszenz bei der mikroskopischen Auswertung 
 kein Einfluss des Markers auf das Besiedlungsverhalten der Bakterien 
 kein Einfluss des Markers auf die antagonistische Wirkung der Bakterien 
Diese Anforderungen wurden am Beispiel zweier Bakterien überprüft: dem Antagonisten Rhizobium etli 
G12[pGT-trp] und dem systemischen Besiedler Enterobacter asburiae JM22[pGT-kan]. Die Versuchs-
methodik ist im Anhang beschrieben. 
Die Stabilität des Plasmids wurde in vitro und in situ bestätigt. Die in vitro Untersuchungen zeigten 
eine stabile Vererbung des Plasmids über 79 (R. etli G12[pGT-trp]) bzw. 78 (E. asburiae JM22 
G12[pGT-kan]) Bakteriengenerationen (nicht dargestellt). In den in situ Versuchen wurde unabhängig 
der Ausgangsdichte von R. etli G12[pGT-trp] eine Endkonzentration von 5,1 x 107 bis 1,2 x 109 
cfu/Pflanze (Abb. 3) und für E. asburiae JM22 G12[pGT-kan] eine Endkonzentration von 1,4 x 108 bis 
1,1 x 109 cfu/Pflanze (Abb. 4) beobachtet. Bei einer Anfangsinokulation von 103 cfu entsprach die 
Zunahme der Bakteriendichte bei R. etli G12[pGT-trp] 23 Bakteriengenerationen und bei E. asburiae 
JM22 G12[pGT-kan] 18 Bakteriengenerationen. Die Gesamtkeimzahl auf LA und LA + 15 µg/ml 
Gentamycin war jeweils identisch und bestätigte damit die stabile Vererbung des Plasmids in R. etli 
G12[pGT-trp] und E. asburiae JM22 G12[pGT-kan]. 
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Abb. 3 Vermehrung von Rhizobium etli G12[pGT-trp] an Bohne innerhalb von 7 Tagen bei unterschiedlichen 
Ausgangsdichten zwischen 0 und 109 cfu und Ausplattieren auf LA und LA + 15 µg/ml Gentamycin. 
Mittelwerte mit dem gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple 
Range Test (P = 0,05, n = 4).                                                                            (nach Hallmann et al., 2001) 
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Abb. 4 Vermehrung von E. asburiae JM22[pGT-kan] an Bohne innerhalb von 7 Tagen bei Ausgangsdichten 
zwischen 0 und 109 cfu und Ausplattieren auf LA und LA + 15 µg/ml Gentamycin. Mittelwerte mit dem 
gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, 
n = 4).                                                                                                                (Hallmann, unveröffentlicht) 
Die Fluoreszenzintensität entwickelte sich bei den beiden Bakterien unterschiedlich. Bei R. etli 
G12[pGT-trp] wurde nach 15 Stunden, als die für die Messung notwendige Anzahl von 109 cfu/ml 
erstmals erreicht wurde, eine deutlich ausgeprägte Fluoreszenz beobachtet (Abb. 5). Mit der Zeit stieg 
die Fluoreszenz von R. etli G12[pGT-trp] weiter an. Sie erreichte ihr Maximum nach 40 Stunden mit 
1500 Units/log 9 cfu und pendelte sich dann bei ca. 1100 Units/log 9 cfu ein. Bei E. asburiae JM22 
G12[pGT-kan] war eine Fluoreszenz bereits nach 7 Stunden messbar. Die Fluoreszenzintensität von E. 
asburiae JM22 G12[pGT-kan] stieg deutlich langsamer an als bei R. etli G12[pGT-trp] und erreichte erst 
gegen Ende des Versuchzeitraumes eine ähnliche Intensität wie R. etli G12[pGT-trp]. Die Fluoreszenz 
individueller Zellen war für beide Bakterienarten im Fluoreszenzmikroskop sichtbar (Abb. 6), 
wohingegen die jeweiligen Wildtypen R. etli G12 bzw. E. asburiae JM22 mit < 10 Units/109 cfu nicht 
fluoreszierten (nicht dargestellt). 
 
Abb. 5 Zeitliche Entwicklung der Fluoreszenzintensität von Enterobacter asburiae JM22[pGT-kan] und 
Rhizobium etli G12[pGT-trp]. Die Fluoreszenzintensität wurde als Fluorimeter Units/109 Zellen 
angegeben. Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 3).  
                                                                                                                         (modifiziert nach Hallmann et al., 2001) 
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Abb. 6 Zellen von Rhizobium etli G12[pGT-trp] und Enterobacter asburiae JM22[pGT-kan] bei Betrachtung im 
Durchlicht (obere Aufnahmen) und Fluoreszenzlicht (untere Aufnahmen). Unterschiede in der Lage 
einzelner Zellen zwischen den beiden Aufnahmen sind auf die Mobilität der Bakterien zurückzuführen.  
                                                                                                                         (modifiziert nach Hallmann et al., 2001) 
 
Das Besiedlungsverhalten von E. asburiae JM22[pGT-kan] und R. etli G12[pGT-trp] in der 
Rhizosphäre und Endorhiza unterschied sich nicht von ihrem jeweiligen Wildtyp. Die Gesamtkeimzahl 
der mit R. etli G12 bzw. R. etli G12[pGT-trp] inokulierten Kartoffeln betrug 2,5 x 107 cfu/g Rhizo-
sphärenerde bzw. 1,0 x 104 und 6,3 x 103 cfu/g Wurzelfrischgewicht für die Endorhiza (Abb.7). Die 
Besatzdichte von R. etli G12 bzw. R. etli G12[pGT-trp] in der Rhizosphäre betrug 3,3 x 106 cfu/g und 
5,9 x 106 cfu/g Rhizosphärenerde. Die endophytische Besatzsdichte von R. etli G12[pGT-trp] (58 cfu/g 
Wurzelfrischgewicht) lag geringfügig niedriger als von R. etli G12 (4,8 x 102 cfu/g Wurzel-
frischgewicht). Bezogen auf die Gesamtkeimzahl Bakterien in den jeweiligen Habitaten stellten R. etli 
G12 und R. etli G12[pGT-trp] in der Rhizosphäre Anteile von 11,1 % bzw. 23,3 % und in der Endorhiza 
von 4,2 % bzw. 1,0 % aller vorhandenen Bakterien. 
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Abb. 7 Besatzdichte von Rhizobium etli G12 und R. etli G12[pGT-trp] in der Rhizosphäre und Endorhiza von 
Kartoffeln 3 Wochen nach Bakterienapplikation. Die Gesamtkeimzahl der Bakterien wurde auf LA 
ermittelt, die Keimzahl von R. etli G12 auf LA + 100 µg/ml Rifampicin und die Keimzahl von R. etli 
G12[pGT-trp] auf LA + 15 µg/ml Gentamycin + 100 µg/ml Rifampicin. Für die Mittelwerte ist die 
Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 8).                                          (nach Hallmann et al., 2001) 
Für E. asburiae JM22 lag die Gesamtkeimzahl in der Rhizosphäre zwischen 3,7 x 107 cfu/g 
Rhizosphärenerde (Kontrolle) und 6,8 x 107 cfu/g Rhizosphärenerde (E. asburiae JM22[pGT-kan]), die 
der Endorhiza zwischen 4,3 x 102 cfu/g Wurzelfrischgewicht (Kontrolle) und 8,9 x 103 cfu/g Wurzel-
frischgewicht (E. asburiae JM22[pGT-kan]) (Abb. 8). Bezogen auf die Gesamtkeimzahl Bakterien in den 
jeweiligen Habitaten stellten E. asburiae JM22 und E. asburiae JM22[pGT-kan] in der Rhizosphäre 
Anteile von 3,1 % bzw. 0,8 % und in der Endorhiza von 2,8 % bzw. 0,8 % aller vorkommenden 
Bakterien. 
 
Abb. 8 Besatzdichte von Enterobacter asburiae JM22 und E. asburiae JM22[pGT-kan] in der Rhizosphäre und 
Endorhiza von Kartoffeln 3 Wochen nach Bakterienapplikation. Die Gesamtkeimzahl der Bakterien 
wurde auf LA ermittelt, die Keimzahl von E. asburiae JM22 auf LA + 100 µg/ml Rifampicin und die 
Keimzahl von E. asburiae JM22[pGT-kan] auf LA + 15 µg/ml Gentamycin + 100 µg/ml Rifampicin. Für 
die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 8).      (Hallmann, unveröffentlicht) 
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Die GFP-Markierung von R. etli G12[pGT-trp] hatte keinen Einfluss auf die antagonistische Wirkung 
des Bakteriums gegen M. incognita an Kartoffel. Sowohl die Pflanzgutbehandlung mit R. etli G12 als 
auch mit R. etli G12[pGT-trp] führten zu einer signifikanten Reduzierung der durch M. incognita 
verursachten Wurzelgallen an Kartoffel (Abb. 9). Die Befallsreduzierung gegenüber der Kontrolle betrug 
34 % (R. etli G12) und 39 % (R. etli G12[pGT-trp]). Die Unterschiede in der Befallsreduzierung der 
beiden Bakterienbehandlungen waren nicht signifikant. Die Applikation der Bakterien hatte keinen Ein-
fluss auf das Pflanzenwachstum (nicht dargestellt). 
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Abb. 9 Antagonistische Wirkung von Rhizobium etli G12 (G12) und R. etli G12[pGT-trp] gegen Meloidogyne 
incognita (Mi) an Kartoffeln. Dargestellt ist die Anzahl Nematodengallen. Mittelwerte mit dem gleichen 
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 8).  
                                                                                                                                            (nach Hallmann et al., 2001) 
Die GFP-Markierung erfüllte die zu anfangs gestellten Voraussetzungen und wurde zur Lokalisierung 
des Antagonisten R. etli G12[pGT-trp] und des Nicht-Antagonisten E. asburiae JM22[pGT-kan] an 
Kartoffeln bzw. Arabidopsis thaliana eingesetzt. An Kartoffel trat R. etli G12[pGT-trp] zufällig verteilt 
über das gesamte Wurzelsystem auf. Bevorzugt besiedelt wurden jedoch Wurzelspitzen (Tafel 3: A) und 
Wunden, wie sie beim Durchbrechen der Seitenwurzeln entstehen (Tafel 3: B). Eine interne Besiedlung 
der Kartoffeln mit R. etli G12[pGT-trp] konnte nur für die äußeren Epidermiszellen bestätigt werden, 
wobei insbesondere die Wurzelhaare intensiv von Bakterien besiedelt waren (Tafel 3: C). Ein Nachweis 
von R. etli G12[pGT-trp] in tieferen Wurzelschichten war mit der Konfokalen Laser Scanning Mikro-
skopie nicht möglich. Vermutlich verhinderte die weiße Färbung der Wurzeloberfläche das Eindringen 
des Laserstrahls in das Wurzelgewebe. Nach Aufhellung der Wurzeln mit Chloralhydrat oder einer 
Kombination aus Kochen, Tauchen in 95% Ethanol und Inkubation in 5% KOH bei 37 °C oder 60°C war 
die Wurzel zwar transparent und die Eigenfluoreszenz der Leitgefäße erkennbar, andererseits wurde 
durch diesen Vorgang die GFP-Fluoreszenz zerstört. Aus diesem Grund wurden weitergehende Unter-
suchungen zur endophytischen Besiedlung von R. etli G12[pGT-trp] an den transparenten Wurzeln von 
Arabidopsis durchgeführt. 
Ähnlich wie bei Kartoffeln besiedelte R. etli G12[pGT-trp] auch die gesamte Wurzeloberfläche von 
Arabidopsis und trat bevorzugt an Wurzelspitzen (Tafel 3: D), an der Basis von Seitenwurzeln und in 
Epidermiszellen auf. Die Epidermiszellen, die von R. etli G12[pGT-trp] besiedelt wurden, waren in der 
Regel dicht mit Bakterien gefüllt, wohingegen unmittelbar angrenzende Epidermiszellen frei von R. etli 
G12[pGT-trp] waren (Tafel 3: E). Darüber hinaus konnte R. etli G12[pGT-trp] auch in tieferen Schichten 
des Wurzelgewebes von Arabidopsis bis hin zu den Leitgefäßen beobachtet werden. Die im Innern des 
Wurzelgewebes beobachteten Mikrokolonien von R. etli G12[pGT-trp] waren sowohl in ungleichför-
migen (Tafel 3: F) als auch gleichförmigen Ketten (Tafel 3: G, H) angeordnet. Während mit der Epifluor-
eszenzmikroskopie bereits eine interne Besiedlung von R. etli G12[pGT-trp] in Arabidopsis angedeutet 
wurde, konnte die Lokalisierung der Bakterien innerhalb des Wurzelgewebes mit Hilfe der Konfokalen 
Laser Scanning Mikroskopie bestätigt werden. Beim Scannen durch die Wurzel wurde die stärkste 
Fluoreszenz und damit Bakterienbesiedlung in der Wurzelmitte beobachtet (Tafel 3: I-K). 
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Ein Befall von Arabidopsis mit M. incognita führte zu einer verstärkten Fluoreszenz durch R. etli 
G12[pGT-trp] in den Regionen der Larveneindringung und in Nematodengallen (Tafel 4: A, B). Beim 
nachfolgenden Scannen der Galle mit der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie war an der Wurzel-
oberfläche (0 µm) keine Fluoreszenz erkennbar (Tafel 4: C), während in 80 µm Tiefe eine leichte 
Fluoreszenz (Tafel 4: D) und in 150 µm eine intensive Fluoreszenz (Tafel 4: E) auftrat. Die einheitliche 
und klar umgrenzte Fluoreszenz lässt auf eine hohe, bevorzugt intrazelluläre, Besiedlung durch R. etli 
G12[pGT-trp] schließen. In mehreren Fällen erstreckte sich die Fluoreszenz von der Galle entlang der 
Leitgefäße in das benachbarte Wurzelgewebe. Insgesamt fluoreszierten ca. 20 % der Nematodengallen 
infolge einer Besiedlung durch R. etli G12[pGT-trp] (Tafel 4: F). Die so fluoreszierenden Gallen waren 
weitgehend zufällig über das gesamte Wurzelsystem verteilt. In späteren Entwicklungsstadien des 
Nematoden können unreife Adulte mit ihrem Hinterleib durch die Wurzelepidermis brechen. Diese 
Regionen wurden ebenfalls intensiv von R. etli G12[pGT-trp] besiedelt (Tafel 4: G). 
Verglichen mit dem antagonistischen Bakterium R. etli G12[pGT-trp] besiedelte der Nicht-Antagonist E. 
asburiae JM22[pGT-kan] vergleichbare Regionen auf der Wurzeloberfläche und im Wurzelinnern. Wie 
schon für R. etli G12[pGT-trp] wurde auch für E. asburiae JM22[pGT-kan] eine intensive Besiedlung 
einzelner Epidermiszellen inklusive der Wurzelhaare (Tafel 4: H) sowie des Wurzelinnern aufgezeigt 
(Tafel 4: I). Darüber hinaus entsprach die Besiedlungsintensität als auch die heterogene Verteilung von 
E. asburiae JM22[pGT-kan] in der Pflanze weitgehend der von R. etli G12[pGT-trp]. Die bevorzugte 
Besiedlung bestimmter  Pflanzenregionen lässt auf optimale Gegebenheiten für die Bakterien schließen, 
wie zum Beispiel ausreichende Versorgung mit Nährstoffen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch Kombination verschiedener Methoden eine genaue 
Lokalisierung des Antagonisten R. etli G12 erfolgen konnte. Zur Übersicht der Besiedlung des gesamten 
Wurzelsystems bewährte sich das Tissue Immunoblot-Verfahren. Für die weitere Analyse intensiv 
besiedelter Wurzelbereiche bietet sich dann die Licht- und Epifluoreszenzmikrokopie, konfokale Laser 
Scanning Mikroskopie und Elektronenmikroskopie an. 
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Tafel 3: 
 
Abb. A-C Visualisierung der bevorzugten Besiedlungsregionen von Rhizobium etli G12[pGT-trp] an 
Kartoffelwurzeln mit Hilfe der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie: Auf der Wurzelspitze (A), 
an der Basis von Seitenwurzeln (B) und innerhalb von Epidermiszellen und Wurzelhaaren (C). Die 
Vergrößerungsbalken entsprechen 20 µm (A), 50 µm (B) und 20 µm (C). (nach Hallmann et al., 2001) 
 
 
Abb. D-H Visualisierung der bevorzugten Besiedlungsregionen von Rhizobium etli G12[pGT-trp] in Wurzeln 
von Arabidopsis mit Hilfe der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie: Auf der Wurzelspitze (D), 
dicht gedrängt in Epidermiszellen (E) und Aneinanderreihung von Mikrokolonien in der Wurzelmitte 
als ungleichförmige (F) oder gleichförmige (G, H) Kette. Vergrößerungsbalken = 10 µm (E, F und G) 
bzw. 100 µm (D und H).                                                                              (nach Hallmann et al., 2001) 
 
 
Abb. I-K Endophytische Besiedlung von Rhizobium etli G12[pGT-trp] in der Wurzelmitte von Arabidopsis. 
Die Wurzel wurde mit der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie gescannt. Die Abbildungen 
zeigen die durch R. etli G12[pGT-trp] hervorgerufene Fluoreszenz in unterschiedlichen 
Gewebetiefen: Keine Fluoreszenz an der Wurzeloberfläche (0 µm) (I), diffuse Fluoreszenz in 40 µm 
Tiefe (J) und intensive Fluoreszenz in der Wurzelmitte (70 µm) (K). Die Vergrößerung wird durch 
die Länge des Quadrates (10 µm) in der linken unteren Ecke einer jeden Abbildung angezeigt. 
Vergrößerungsbalken = 20 µm.                                                   (verändert nach Hallmann et al., 2001) 
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Tafel 4: 
Abb. A-G Visualisierung von R. etli G12[pGT-trp] nach Befall von Arabidopsis mit Meloidogyne incognita mit 
Hilfe der Epifluoreszenz- und Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie. Die Abbildung zeigt eine 
Nematodengalle mit einer parasitierenden Larve (Pfeil) im Durchlicht (A) und Fluoreszenzlicht (B). 
Deutlich zu erkennen ist die starke GFP-Fluoreszenz durch R. etli G12[pGT-trp] im Innern der 
Nematodengalle. Ein Scannen der gleichen Galle mit der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie 
zeigte keine Fluoreszenz auf der Wurzeloberfläche (0 µm) (C), eine Fluoreszenz individueller Zellen 
in 80 µm Tiefe (D) und intensive Fluoreszenz der Mikrokolonien in 150 µm Tiefe (E). Intensive 
Besiedlung einer Nematodengalle durch R. etli G12[pGT-trp] (F). Visualisierung von R. etli 
G12[pGT-trp] in der Umgebung eines durch die Arabidopsiswurzel durchgebrochenen unreifen 
Männchens von Meloidogyne incognita (G). Vergrößerungsbalken = 100 µm.  
                                                                                                                                            (nach Hallmann et al., 2001) 
 
 
Abb. H-I Visualisierung von Enterobacter asburiae JM22[pGT-kan] in Wurzeln von Arabidopsis mit Hilfe der 
Epifluoreszenzmikroskopie und Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie: Dicht gedrängt in 
Epidermiszellen und Wurzelhaaren (H) und Aneinanderreihung von Mikrokolonien in der 
Wurzelmitte (I). Vergrößergunsbalken = 100 µm (H) bzw. 10 µm (I).      (Hallmann, unveröffentlicht) 
Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003  35
 
 Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
36 Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003 
Der Antagonist R. etli G12 besiedelt das Pflanzeninnere von der Rhizosphäre ausgehend, so dass zwi-
schen einer externen und internen Besiedlungsphase unterschieden werden kann. Extern trat R. etli G12 
zufällig verteilt auf der Wurzeloberfläche auf, unter kollabierten Epidermiszellen, in den Vertiefungen 
zwischen zwei Epidermiszellen, an der Basis von Seitenwurzeln und in Verbindung mit Wunden (Abb. 
10). Die interne Besiedlung von R. etli G12 erfolgte inter- und intrazellulär, wobei der überwiegende Teil 
der Bakterien im Interzellularraum der Wurzel auftrat. Von der internen Besiedlung ausgeschlossen war 
allerdings sehr junges bzw. meristematisches Gewebe. Da die Pflanzenzellen in diesen Regionen beson-
ders eng gepackt sind, bietet der Interzellularraum vermutlich keinen ausreichenden Platz für eine Be-
siedlung mit Bakterien (Levanony et al., 1989). Grundsätzlich besiedelte R. etli G12 all jene externen 
und internen Wurzelregionen, die auch für andere antagonistische und nicht antagonistische Bakterien als 
bevorzugte Besiedlungsorte beschrieben sind (Dong et al., 1994; Hinton und Bacon, 1995; Mahaffee et 
al., 1997; Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996; Reinhold und Hurek, 1988; Wiehe et al., 1994). 
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Abb. 10 Externe und interne Besiedlung von Pflanzenwurzeln mit Rhizobium etli G12. Extern trat R. etli G12 
zufallsverteilt auf der Wurzeloberfläche (1) oder bevorzugt unter kollabierten Epidermiszellen (2), in 
Verbindung mit Wunden (3) bzw. an der Basis von Seitenwurzeln (4) auf. Intern besiedelte R. etli G12 
insbesondere Epidermiszellen inklusive der Wurzelhaare (5), den Interzellularraum in der Wurzelrinde 
(6) und teilweise auch das Wurzelinnere im Bereich der Leitgefäße (7).                 (nach Hallmann, 2001) 
Neben der bedeutenderen interzellulären Besiedlung traten R. etli G12 und E. asburiae JM22 auch 
intrazellulär in der Pflanzenzelle auf. Eine intrazelluläre Besiedlung von Wurzeln durch Bakterien wurde 
auch in Kartoffel (Frommel et al., 1991; Hallmann et al., 2001), Gras (Hurek et al., 1994), Reis (You und 
Zyou, 1989), Bohne (Mahaffee et al., 1997) und Baumwolle (Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996) 
nachgewiesen. Hohe Dichten an Bakterien können auch in den Speichervakuolen von Zuckerrüben auf-
treten (Jacobs et al., 1985). 
Über das Auftreten von Bakterien in Leitgefäßen wurde verschiedentlich berichtet (Bell et al., 1995; 
Gagné et al., 1987; Gardner et al., 1982; Hallmann et al., 2001; Hurek et al., 1994; Lamb et al., 1996, 
Mahaffee et al., 1997; Ruppel et al., 1992). Ob die Bakterien die Leitgefäße primär für ihre systemische 
Verbreitung in der Pflanze nutzen, oder aber die Leitgefäße permanent besiedeln und sich dort auch 
vermehren, ist bis heute noch ungeklärt. Eine Vermehrung der Bakterien in den Leitgefäßen könnte bei 
hohen Bakteriendichten zu einer Verstopfung der Gefäße und Ausbildung von Welkesymptomen führen. 
Nach Vasse et al. (1995) reicht bereits eine Besiedlung von 25 % der Leitgefäße aus, um in Tomaten 
Welkesymptome auszulösen. Dies mag erklären, warum endophytische Bakterien, wenn überhaupt, in 
geringer Anzahl in den Leitgefäßen auftreten (Ruppel et al., 1992). Untersuchungen zu apathogenen 
Bakterien unterstützen diese Beobachtung. Vasse et al. (1995) berichten, dass sie niemals apathogene 
Isolate von Ralstonia solanacearum in den Leitgefäßen beobachten konnten, wohingegen pathogene 
Isolate die Leitgefäße intensiv besiedelten. Für die Besiedlung der Leitgefäße als auch für die Patho-
genität der Isolate scheinen bakterielle Oberflächenstrukturen eine entscheidende Rolle zu spielen. EPS-
Mangelmutanten von Erwinia stewartii zeigten nicht nur ein geringeres Wachstum und eine geringere 
Verbreitung in der Pflanze, sie verursachten auch keine Symptome (Braun, 1990). 
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Grundsätzlich können endophytische Bakterien lokal in bestimmten Gewebebereichen auftreten, oder sie 
besiedeln die Pflanze systemisch. Der Übergang von lokaler zu systemischer Besiedlung wird im 
Wurzelbereich durch den Kasparischen Streifen der Endodermis erschwert. Der Kasparische Streifen 
kann aber umgangen werden, so zum Beispiel in der Wurzelspitze und in der Nähe der Seitenwurzeln 
(Mahaffee et al., 1997). Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen lässt sich ein kontinuierlicher apoplas-
tischer Pfad von der Wurzelrinde bis zu den Leitgefäßen nachweisen (Peterson et al., 1981). Vermutlich 
nutzen systemische Besiedler diesen Pfad für ihre Besiedlung der Leitgefäße. Die Fähigkeit zur syste-
mischen Besiedlung ist artspezifisch. So besiedeln Pseudomonas fluorescens 89B-27 und Enterobacter 
asburiae JM22 die Wurzelrinde von Bohnen, aber nur E. asburiae JM22 besiedelt zusätzlich auch den 
Spross (Mahaffee et al., 1997). Die Autoren verweisen in diesem Zusammenhang auf mögliche wirtsspe-
zifische Erkennungsprozesse in der Differenzierungszone zwischen Wurzel und Spross. Ein ähnliches 
Phänomen wurde auch an Baumwolle beobachtet. Während P. fluorescens 89B-61 in Baumwolle nur die 
Wurzelrinde besiedelte, trat E. asburiae JM22 zusätzlich auch im Spross und den Blättern auf (Quadt-
Hallmann und Kloepper, 1996). 
Voraussetzung für die endophytische Besiedlung pflanzlicher Gewebe ist ein ausreichender Lebensraum 
und eine gute Versorgung mit Nährstoffen. Grundsätzlich können Bakterien auf eine intensiv vernetzte 
Struktur von Interzellularräumen und Leitgefäßen als Lebensraum zurückgreifen. Bakterien, die über 
Stomata oder Hydathoden in das Blatt eindringen, haben Zugang zu dem Mesophyll- und Parenchym-
gewebe des Blattes, das in Abhängigkeit von Pflanzenart und Blattalter 23-50 % des gesamten 
Blattvolumens ausmachen kann (Beattie und Lindow, 1995). Spezielle Gewebe, wie das Aerenchym in 
Reispflanzen, können ebenfalls von endophytischen Bakterien besiedelt werden (Reinhold et al., 1987). 
Da Lebensraum ausreichend zur Verfügung steht, wäre grundsätzlich eine homogene Verteilung der 
Bakterien in der Pflanze zu erwarten. Die Realität sieht aber anders aus. Einzelne Interzellularräume oder 
individuelle Zellen sind in der Regel dicht mit Bakterien gefüllt, wohingegen unmittelbar angrenzende 
Bereiche völlig frei von Bakterien sind. Hohe Bakteriendichten in einzelnen Interzellularräumen bzw. 
Pflanzenzellen lassen auf ein hohes Nährstoffangebot schließen. Allgemein unterliegt die Nährstoff-
verfügbarkeit im Apoplast starken Schwankungen und ist zum Beispiel in Stresssituationen erhöht. Als 
normal gelten Nährstoffkonzentrationen von 2-3 mM Aminosäuren, 3-6 mM Glukose und 0,1-100 mM 
Saccharose (Canny und Huang, 1993). Bei einigen Pflanzenarten weisen die Interzellularräume auch 
höhere Nährstoffmengen auf. So ist zum Beispiel bei Zuckerrohr der Interzellularraum mit einer bis zu 
zwölfprozentigen Saccharoselösung gefüllt und wird von einem endophytischen Bakterium ähnlichen 
Typs wie Acetobacter diazotrophicus besiedelt (Dong et al., 1994). Solch hohe Nährstoffkonzentrationen 
sind aber die Ausnahme und es stellt sich die Frage, ob die natürlicherweise im Apoplasten vorhandenen 
Nährstoffmengen für die teilweise zu beobachtenden hohen Bakteriendichten ausreichend sind. Falls 
zusätzliche Nährstoffe von der Pflanze zur Verfügung gestellt werden, tritt die Frage auf, woher kommen 
diese Nährstoffe und wie werden sie in der Pflanze verlagert. Bekannt ist, dass pathogene Bakterien über 
Toxine die selektive Permeabilität der Zellmembranen stören und einen verstärkten Efflux löslicher Zell-
inhaltsstoffe induzieren. Für endophytische Bakterien scheint dieses Vorgehen eher unwahrscheinlich, 
weil damit eine irreversible Schädigung der pflanzlichen Zelle verbunden ist. Für apathogene Bakterien 
wurde ein Mechanismus beschrieben, der keine Schädigung der Zellmembran verursacht. Hierbei indu-
zieren die Bakterien über eine teilweise Degeneration der Zellmembran den Efflux von K+ und Influx 
von H+. Durch die Aufnahme von H+ in die Zelle wird der pH im Interzellularraum von 5,5 auf 7-7,5 
angehoben. Mit dieser pH-Änderung kommt es zu einer verstärkten Abgabe von Saccharose, Amino-
säuren und anorganischen Ionen aus der Zelle und die Nährstoffe stehen den Bakterien für ihre Er-
nährung zur Verfügung. Vergleichbare Prozesse könnten von endophytischen Bakterien genutzt werden 
und würden die hohen Bakterienzahlen in einzelnen Interzellularräumen erklären. Inwieweit auch Sub-
stanzen, die von außen in den Interzellularraum eindringen (Foster et al., 1983), den Bakterien zur Ernäh-
rung dienen, bleibt offen. 
Wirkungsmechanismen 
Die vorangegangenen Ausführungen zeigten, dass antagonistische Bakterien das Pflanzenwachstum und 
die Pflanzengesundheit verbessern. Die Differenzierung der beiden Auswirkungen ist aber nicht immer 
eindeutig, da eine bessere Pflanzenentwicklung oftmals auch eine erhöhte Pflanzengesundheit bedingt, 
denn ein besseres Pflanzenwachstum bedeutet, dass die Pflanze 
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 schneller aus der anfälligen Keimlingsphase herauswächst und eine gewisse Altersresistenz/-
toleranz erwirbt 
 über ein erhöhtes Kompensationswachstum biotische Schädigungen tolerieren kann und 
 insgesamt robuster ist und von Nematoden weniger stark befallen wird. 
Bakterien, die primär das Pflanzenwachstums fördern werden auch als ‚Plant Growth-Promoting Rhizo-
bacteria‘ (PGPR) (Kloepper et al., 1990) oder ‚Yield Increasing Bacteria‘ bezeichnet (Gao, 1995). Steht 
dagegen allein die Pflanzengesundheitsförderung im Mittelpunkt der Betrachtung, wird der Begriff 
‚Plant Health-Promoting Rhizobacteria‘ (PHPR) verwendet (Sikora, 1988). Einige Bakterien bilden so-
wohl Pflanzenhormone als auch antibiotisch wirkende Substanzen und fördern Pflanzenwachstum wie 
auch Pflanzengesundheit parallel. Dies trifft zum Beispiel auf einige Pseudomonaden zu (Barazani und 
Friedmann, 1999; Buchenauer, 1998; Bull et al., 1991). 
Die Unterdrückung pflanzenparasitärer Nematoden durch antagonistische Bakterien kann auf  unter-
schiedliche Art und Weise erfolgen (Tabelle 8). Die wichtigsten Wirkungsweisen sind Bildung von 
Toxinen, Beeinflussung von Schlupf, Anlockung, Wirtserkennung und Entwicklung sowie Stimulierung 
pflanzlicher Abwehrmechanismen. Intensiv untersucht wurde die Bildung von Metaboliten mit nema-
tizider Wirkung. Beispiele hierfür sind das Avermectin von Streptomyces avermitilis (Burg et al., 1979), 
das Thuringiensin von Bacillus thuringiensis (Devidas und Rehberger, 1992) und das 3,5 Dihydroxy-4-
Isopropylstilbene von Photorhabdus luminescens (Hu et al., 1999). Inwieweit auch extrazelluläre 
Enzyme für die Reduzierung des Nematodeninokulums im Boden verantwortlich sind, ist nicht 
abschließend geklärt. Zahlreiche antagonistische Bakterien bilden hohe Konzentrationen an Chitinasen 
und Proteasen, die über eine Hydrolyse des in der Hülle von Nematodeneiern befindlichen Chitins und 
Proteins zu einem vorzeitigen Schlupf der noch nicht infektiösen Larven führen könnten. Untersu-
chungen von Spiegel et al. (1991) zeigten jedoch, dass eine direkte chitinolytische oder proteolytische 
Aktivität als Ursache der antagonistischen Wirkung von Pseudomonas chitinolytica gegen Meloidogyne 
javanica ausgeschlossen werden konnte. Inwieweit dies auch auf andere antagonistische Bakterien 
zutrifft, ist nicht bekannt. 
Tab. 8 Wirkung antagonistischer Bakterien auf sedentäre pflanzenparasitäre Nematoden in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien 
Entwicklungsstadium Verhalten Wirkungsweise Wirkungsort 
Ei Entwicklung, Schlupf Toxine Boden 
↓    
infektiöse Larve Vitalität, Wirtsfindung, 
Wirtserkennung, Eindringung 
Toxine, Lektine,Metabolisierung von 
Wurzelexsudaten, induzierte 
Resistenz 
Boden, 
Rhizosphäre 
↓    
sedentäre Larve Bildung eines Nährgewebes, 
Entwicklung 
Toxine, induzierte Resistenz Endorhiza 
↓    
adulte ♀ Fruchtbarkeit Toxine Endorhiza 
adulte ♂ Begattung Metabolisierung der Pheromone, 
Toxine 
Endorhiza, 
Rhizosphäre 
Der Schlupf vieler Nematodenarten wird durch die spezifische Zusammensetzung der Wurzelexsudate 
ausgelöst oder unterdrückt. Schlupf-stimulierende Substanzen sind für die Wirt/Parasit-Systeme 
Globodera rostochiensis - Kartoffel, Heterodera zeae - Mais und Heterodera glycines - Sojabohne nach-
gewiesen worden (Byrne et al., 1998; Hashmi et al., 1996). Für einige Kartoffelsorten wurden auch 
Schlupf-hemmende Substanzen beschrieben (Byrne et al., 1998). Durch Metabolisierung der Schlupf-
stimulierenden und -hemmenden Substanzen können antagonistische Bakterien das Schlupfverhalten der 
Nematoden direkt beeinflussen (Oostendorp und Sikora, 1990). Eine Metabolisierung der Wurzel-
exsudate durch antagonistische Bakterien wirkt sich auch auf die Anlockung der Nematoden zur 
Wirtspflanze und die Wirtserkennung aus. Untersuchungen mit Rhizobium etli G12 an Kartoffeln 
zeigten, dass in den Bakterien-behandelten Pflanzen verstärkt Nematoden angelockt wurden, diese aber 
nicht in die Wurzel eindrangen (Hasky-Günther, 1996). Letzteres mag auf eine Störung der Wirtser-
kennung hinweisen. Die Wirtserkennung erfolgt vermutlich über eine Reaktion von Lektinen auf der 
Wurzeloberfläche mit Kohlenhydraten der Larvenkutikula (Zuckerman, 1983). Antagonistische Bakte-
rien binden sich möglicherweise an die Lektine der Wurzeloberfläche, die damit nicht mehr von den 
Nematoden erkannt werden können (Sikora, 1992). Inwieweit antagonistische Bakterien auch über Kon-
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kurrenz um Lebensraum und Nährstoffe pflanzenparasitäre Nematoden unterdrücken können, ist weit-
gehend ungeklärt.  
Einer der vielversprechendsten Wirkungsmechanismen antagonistischer Bakterien ist jedoch die Stimu-
lierung pflanzlicher Abwehrmechanismen. Bakterien-induzierte Resistenz wurde in der Vergangenheit 
intensiv in Verbindung mit einem Pathogenbefall durch Viren, Bakterien, Pilze und Insekten untersucht 
(van Loon et al., 1998, Zehnder et al., 2001). Neuere Arbeiten zeigten, dass durch Bakterien induzierte 
Resistenz auch zu einer signifikanten Reduzierung pflanzenparasitärer Nematoden führen kann (Hasky-
Günther, 1996; Martinez-Ochoa et al., 1996). Hier ergeben sich nun folgende Fragestellungen: 
 Welche Bakterienarten induzieren Resistenz? 
 Unterscheiden sich verschiedene resistenzinduzierende Bakterien in ihrem Wirkungsprinzip? 
 Wodurch wird die Resistenzinduktion ausgelöst? 
 Welchen Einfluss hat die Resistenzinduktion auf das natürliche Bakterienspektrum? 
Induzierte Resistenz: Die Induktion pflanzlicher Resistenzmechanismen gegen pflanzenparasitäre Nema-
toden wurde u. a. für Rhizobium etli G12 und Bacillus sphaericus B43 gegen Globodera pallida an Kar-
toffeln (Hasky-Günther et al., 1998; Reitz et al., 2000), verschiedene Plant-Growth Promoting Rhizo-
bacteria gegen Meloidogyne incognita an Gurke (Martinez-Ochoa et al., 1996), Pantoea agglomerans 
MK-29, Cedecea davisae MK-30, Enterobacter spp. MK-42 und Pseudomonas putida MT-19 gegen 
Meloidogyne incognita an Tomate (Munif et al., 2001) und Pseudomonas sp. and Bacillus cereus gegen 
Heterodera trifolii an Weißklee (Kempster et al., 2001) demonstriert. Für die beiden zuerst genannten 
Bakterien wurde die Wirkungsweise der Resistenzinduktion näher untersucht. Die Gemeinsamkeiten und 
Unterschiede in der Wirkungsweise der beiden Bakterien sind in Tabelle 9 zusammengefasst.  
Tab. 9 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Wirkung von Rhizobium etli G12 und Bacillus sphaericus 
B43, zweier an Kartoffel gegen Globodera pallida Resistenz-induzierender Bakterien  
Gemeinsamkeiten Unterschiede 
Reaktion der Pflanze 
- Resistenzinduktion im Split-Root System 
- Resistenzinduktion wird durch lebende und 
Hitze-getötete Bakterien ausgelöst 
- Resistenzinduktion durch Applikation von 2 
ml Bakteriensuspension 10 Tage nach Aussaat 
- keine Resistenzinduktion nach 
Blattapplikation 
- keine ausgeprägte 
Pflanzenwachstumsförderung 
- keine verstärkte Expression bekannter PR-
Proteine (Chitinase, ß-1,3-Glucanase, PR-14, 
PAL) 
Reaktion der Pflanze 
- nur Kulturfiltrate von B43, nicht aber von G12 
induzierten Resistenz 
- G12 induzierte Expression einer neuen Proteinbande (38 
kD) 
- Wurzelexsudate förderten Wachstum von G12 und B43, 
aber Zugabe von Saccharose förderte insbesondere 
Wachstum von B43 und die gebildeten Kulturfiltrate 
waren toxisch für G. pallida Larven 
- Wurzelexsudate der mit G12 behandelten Pflanzen 
zeigten einen relativen Anstieg von C16- und C18-
Fettsäuren 
Wirkung auf G. pallida 
- verstärkte Anlockung der Larven 
- verminderte Eindringung 
- keine Wirkung auf Entwicklung, 
•/•-Verhältnis, Fruchtbarkeit 
Wirkung auf G. pallida 
- keine Unterschiede zwischen den beiden Bakterien 
Besonderheiten des Bakteriums 
- Pektolytische und Cellulolytische Aktivität 
auf Indikatormedium, keine proteolytische, 
lipolytische und chitinolytische Aktivität 
Besonderheiten des Bakteriums 
- B43 besiedelt nur die Rhizospähre und Rhizoplane, G12 
zusätzlich auch lokal die Endorhiza 
- Kulturfiltrate von B43 töten G. pallida Larven 
innerhalb von 18 Stunden vollständig; Kulturfiltrate von 
G12 lähmen die Larven nur 
- LPS von R. etli G12 löst Resistenreaktion aus 
 
(nach Hallmann et al., 1998a) 
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Besonders gründlich untersucht wurde der Wirkungsmechanismus von Rhizobium etli G12, einem Anta-
gonisten mit hohem Wirkungsgrad in verschiedenen Wirt/Parasitbeziehungen (siehe Kapitel 2.4). Die 
Induktion systemischer Resistenzmechanismen wurde im ‚Split-Root System‘ überprüft. Hierbei wurden 
von zwei räumlich getrennten Wurzelhälften die eine Wurzelhälfte mit dem induzierenden Agens R. etli 
G12 und die andere Wurzelhälfte mit dem zu untersuchenden Pathogen G. pallida inokuliert (Abb. 11).  
Induktor
(Bakterium-
Behandlung)
Pathogen
(Nematoden-
Befall)
 
Abb. 11 Grafische Darstellung des Split-Root Systems 
Die Applikation von R. etli G12 an die eine Wurzelhälfte führte zu einer 50 % geringeren Eindringung 
von G. pallida in die andere Wurzelhälfte (Tabelle 10) und bestätigte damit frühere Ergebnisse von 
Hasky et al. (1998) und Reitz et al. (2000). Die Wirkung von R. etli G12 auf das Spross- und Wurzel-
frischgewicht waren gering. Bei Befall mit G. pallida kam es allerdings zu einer Wachstumsreduzierung 
der rechten Wurzelhälfte, hervorgerufen durch die parasitäre Wirkung des Nematoden.  
Tab. 10 Einfluss von Rhizobium etli G12 und Globodera pallida auf das Pflanzenwachstum im ‘Split-Root-
System‘ 
 Frischgewicht (g) Anzahl ein-
gedrungener 
Larven 
 Spross Linke Wurzelhälfte Rechte Wurzelhälfte  
Kontrolle 4,53 1,28 0,93 ab  
R. etli G12 4,33 1,33 1,09 a  
G. pallida 4,37 1,42 0,78 b 66,6* 
R. etli G12 + G. pallida 3,79 1,17 0,75 b 33,9 
Mittelwerte mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range 
Test (P = 0,05, n = 10). *Signifikant verschieden nach Student‘s t-Test (P = 0,05, n = 10).  
(Neumann, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
Die Wirkungsweise von R. etli G12 beruht primär auf einer reduzierten Eindringung der Larven in die 
Wirtspflanze. R. etli G12 hat keinen Einfluss auf den Schlupf der Larven. Die Anlockung der Larven zur 
Wirtspflanze ist durch R. etli G12 zwar leicht erhöht, die Larven dringen aber nicht in die Wirtspflanze 
ein. Im weiteren Verlauf der Entwicklung des Nematoden zeigten sich keine Unterschiede einer R. etli 
G12-Behandlung zur Kontrolle. Weder Entwicklung, Geschlechtsverhältnis noch Fruchtbarkeit der G. 
pallida-Weibchen wurden durch R. etli G12 nachhaltig beeinflusst. In einigen Fällen wurde jedoch eine 
leicht verzögerte Entwicklung der Larven beobachtet (Reitz, 1999). 
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Die genaue Wirkungsweise von R. etli G12 ist aber bis heute noch nicht bekannt. Weder wurde in Ver-
bindung mit der Resistenzinduktion eine Anhäufung bekannter PR-Proteine beobachtet, noch kam es zu 
einer verstärkten Lignifizierung des Wurzelgewebes, was eine geringere Larveneindringung erklären 
könnte (Reitz et al., 2001). Möglicherweise kommt es zu einer Störung der Naherkennung, so dass die 
infektiösen Larven keine geeigneten Eintrittsstellen finden. 
Demgegenüber ist man bei der Suche nach dem Auslöser der Resistenzinduktion schon einen Schritt 
weiter. Bereits früh wurde beobachtet, dass sowohl lebende als auch durch Autoklavieren abgetötete 
Zellen von R. etli G12 in Kartoffeln Resistenz gegen G. pallida induzierten (Hasky-Günther, 1996). Dies 
deutete auf hitzestabile Verbindungen als Elicitor hin, wie zum Beispiel den extrazellulären Polysaccha-
riden (EPS) und Lipopolysacchariden (LPS) der Bakterien. Sowohl EPS als auch LPS sind von 
entscheidender Bedeutung für die Interaktion der Bakterien mit ihrer Wirtspflanze (Denny, 1995; Leigh 
und Coplin, 1992; Newman et al., 2000; Wolpert und Albersheim, 1976). Am Beispiel von R. etli G12 
wurden die EPS und LPS extrahiert und in Topfversuchen gegen G. pallida getestet (Reitz et al., 2000). 
Die Applikation erfolgte durch Tauchbehandlung 5 Tage alter Kartoffelstecklinge in einer EPS- bzw. 
LPS-Suspension (1 mg/ml) sowie einer R. etli G12-Suspension (OD560 = 2,9). Zwei Tage nach der 
Elicitor-Applikation wurden 25 Zysten von G. pallida an die Pflanzen inokuliert. Die Eindringrate von 
G. pallida wurde 16 Tage nach Nematodeninokulation ermittelt. 
Während die Tauchbehandlung der Kartoffeln mit R etli G12 zu einer signifikant niedrigeren Eindring-
rate von G. pallida führte, hatte eine Behandlung mit EPS keinen Einfluss auf die Larveneindringung 
(Abb. 12).  
 
0 
100 
200 
300 
400 
500 
Eindringungsrate (Larven/Wurzel)
b
aa 
Kontrolle R. etli  G12 EPS 
 
Abb. 12 Einfluss einer Tauchbehandlung von Kartoffeln mit Rhizobium etli G12 und von R. etli G12 extrahierten 
extrazellulären Polysacchariden (EPS) auf die Eindringrate von Globodera pallida 16 Tage nach 
Inokulation. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 9).                                                                    (nach Reitz et al., 2000) 
Im Gegensatz zur Tauchbehandlung der Kartoffeln mit EPS konnte bei verschiedenen Konzentrationen 
von LPS eine deutliche Reduzierung der Eindringrate von G. pallida beobachtet werden (nicht darge-
stellt). Die Befallsreduzierung betrug bei LPS-Konzentrationen von 1 mg/ml und 0,1 mg/ml jeweils 43 % 
und lag damit im Bereich von R. etli G12 (39 %). Bei der niedrigsten LPS-Konzentration (0,01 mg/ml) 
wurde mit 24 % eine deutlich geringere Reduzierung der Eindringrate von G. pallida beobachtet. Im 
nächsten Schritt wurde die resistenzinduzierende Wirkung der LPS im Split-root System überprüft. Die 
eine Wurzelhäfte wurde mit 5 ml LPS (0,5 mg/ml) bzw. R. etli G12 (OD560 = 2,0) und die andere Wurzel-
hälfte 2 Tage später mit 25 Zysten von G. pallida inokuliert. Nach 16 Tagen wurde eine signifikante 
Reduzierung der Eindringrate von G. pallida an der LPS- bzw. R. etli G12-freien Wurzelhälfte 
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festgestellt. (Abb. 13). Die Reduzierung der Eindringrate durch LPS lag mit 34 % vergleichbar hoch wie 
bei R. etli G12 (37 %). 
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Abb. 13 Systemische Wirkung von Rhizobium etli G12 und von R. etli G12 extrahierter Lipopolysaccharide 
(LPS) im Split-Root System auf die Eindringrate von Globodera pallida in Kartoffeln 16 Tage nach 
Inokulation. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 9).                                                                     (nach Reitz et al., 2000) 
Die LPS konnten somit als Auslöser der Resistenzinduktion identifiziert werden. Die LPS sind ein 
charakteristischer Bestandteil aller Gram-negativen Bakterien. Sie sind fest in die Membran der Bakte-
rien verankert und bestehen aus einer in der Zellwand verankerten hydrophoben Lipid A-Fraktion und 
einer nach außen ragenden kohlenhydratreichen Fraktion (Niehaus und Becker, 1998). Letztere unter-
gliedert sich in eine Kernregion und eine O-spezifische Seitenkette. Welche dieser 3 Fraktionen für die 
Resistenzinduktion in Frage kommt, wurde im Folgenden untersucht. Über Tn5-Mutagenesis wurden 
Mutanten mit verkürzter bzw. fehlender Seitenkette erstellt (Reitz et al., 2002). Für die Mutanten G12 
#4-144, #4-153 und #1-30 wurde die Abwesenheit der O-spezifischen Seitenkette mittels SDS-PAGE 
überprüft. Die drei Mutanten sowie der Wildtyp von R. etli G12 wurden im Topfversuch mit Kartoffeln 
auf ihre Resistenz-induzierende Wirkung gegen G. pallida untersucht. Die Applikation der Bakterien er-
folgte als Tauchbehandlung in einer Bakteriensuspension (OD560 = 2,0). Sowohl die Mutanten, als auch 
der Wildtyp von R. etli G12 reduzierten die Eindringrate von G. pallida signifikant zwischen 71 % (R. 
etli G12) und 76 % (G12 #4-153) (nicht dargestellt). Die O-spezifische Seitenkette der LPS von R. etli 
G12 kommt damit nicht als Auslöser der Resistenzinduktion in Betracht. Im nächsten Schritt wurden die 
LPS der Mutante G12 #4-153 in ihre Kernregionen und Lipid A-Fraktionen getrennt und im Vergleich 
mit der Gesamt-LPS von G12 #4-153 wie zuvor beschrieben an Kartoffeln auf ihre Resistenzinduktion 
gegenüber G. pallida im Split-Root System untersucht. Die Aufwandmenge für LPS betrug 
1 mg/Pflanze, die für die Kernregion und Lipid A-Fraktion entsprechend ihrer geringeren Menge an der 
Gesamt-LPS jeweil 0,5 mg/Pflanze. Sowohl die Gesamt-LPS als auch die Kernregion von G12 #4-153 
führten zu einer signifikanten Reduzierung der Eindringrate von G. pallida in Kartoffeln (Abb. 14). Die 
Reduzierung betrug 55 % für die Gesamt-LPS und 45 % für die Kernregion. Demgegenüber führte die 
Applikation der Lipid A-Fraktion nur zu einer 22 % geringeren Eindringrate und unterschied sich nicht 
signifikant von der Kontrolle. 
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Abb. 14 Systemische Wirkung der Gesamt-LPS, Kernregion und Lipid A-Fraktion von Rhizobium etli G12 #4-
153 im Split-Root System auf die Eindringrate von Globodera pallida in Kartoffeln 16 Tage nach 
Inokulation. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 9).                                                                     (nach Reitz et al., 2002) 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die LPS - und hier vor allem die Kernregion - von R. etli G12 
als Elicitor der Resistenzinduktion von Kartoffeln gegen G. pallida fungiert. Die Bedeutung der LPS als 
Resistenzinduktor wurde schon früh für phytopathogene Bakterien aufgezeigt (Graham et al., 1977). 
Neben der Resistenzinduktion spielt die LPS auch eine Schlüsselrolle bei der Symbiose zwischen 
Rhizobien und Leguminosen (Wolpert und Albersheim, 1976). Da sowohl die Kernregion als auch die 
Lipid A-Fraktion in ihrer Struktur recht konservativ sind, wurde vor allem der O-spezifischen Seitenkette 
eine zentrale Funktion in Bakterien/Pflanze-Wechselbeziehungen zugeschrieben. So wird die O-
spezifische Seitenkette als Elicitor für die Resistenzinduktion von Pseudomonas fluorescens WCS417r 
gegen den Erreger der Fusarium-Welke an Radieschen verantwortlich gemacht (Leeman et al., 1995). 
Bei der Resistenzinduktion des gleichen Isolates an Arabidopsis hatte die O-spezifische Seitenkette 
jedoch keine Bedeutung (van Wees et al., 1997), was auf eine wirtsspezifische Elicitorfunktion 
hinweisen könnte.  
Voraussetzung für die Resistenzreaktion ist ein Kontakt der bakteriellen LPS und somit des Bakteriums 
mit der pflanzlichen Zelle. Die enge Verankerung der LPS in der Zellmembran der Bakterien würde 
erklären, warum Kulturfiltrate von R. etli G12 keine resistenzinduzierende Wirkung zeigten. Neuere 
Untersuchungen zeigten, dass einzelne LPS-Moleküle aber auch freigesetzt (Müller, 1998) oder durch 
pflanzliche Hydrolasen abgebaut werden können (Solheim und Fjellheim, 1994). In jedem Falle muss 
das LPS-Molekül des Bakteriums an einen Rezeptor der pflanzlichen Zellwand binden, um eine Resis-
tenzreaktion auszulösen. An Tabak und Tomate durchgeführte LPS-Bindungstudien zeigten, dass die 
LPS an die Mesophyllzellen bindet (Graham et al., 1977; Müller 1998). Möglicherweise befinden sich 
auch in der Wurzel von Kartoffel LPS-Rezeptoren, die für die Resistenzinduktion von R. etli G12 verant-
wortlich sind. Sollten diese LPS-Rezeptoren in der Wurzelrinde liegen, würde durch eine endophytische 
Besiedlung von R. etli G12 die Resistenzinduktion möglicherweise noch verstärkt werden (sieheS. 42 ff). 
Hervorzuheben sind die mit der Resistenzinduktion einhergehenden Veränderungen der Gesamtkeimzahl 
endophytischer Bakterien in der nicht-behandelten Wurzelhälfte. Sie lag mit 3,0 x 103 cfu/g am niedrig-
sten in der Kontrolle (Abb. 15) und führte nach Inokulation der behandelten Wurzelhälfte mit R. etli G12 
zu einer tendenziellen Erhöhung (1,7 x 104 cfu/g). Durch Inokulation der unbehandelten Wurzelhälfte mit 
G. pallida war eine weitere Steigerung der Gesamtkeimzahl endophytischer Bakterien zu beobachten, die 
bei der Kombination von G. pallida mit R. etli G12 (1,1 x 105 cfu/g) sogar signifikant über der Kontrolle 
lag. Eine Erhöhung der endophytischen Gesamtkeimzahl in einer unbehandelten, aber 'induzierten' 
Wurzelhälfte ist recht bemerkenswert und könnte auf biochemische Veränderungen in der Pflanze 
infolge der Induktor-Behandlung zurückzuführen sein. Eine Übertragung von Bakterien aus der 
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behandelten Wurzelhälfte auf die unbehandelte Seite bzw. ein systemischer Transport der Bakterien 
durch die Pflanze konnte durch Rückisolationen und die Tatsache, dass sich R. etli G12 nicht systemisch 
in der Pflanze ausbreitet, weitgehend ausgeschlossen werden. Welche Bedeutung die Zunahme der 
endophytischen Gesamtkeim-zahl nach Induktor-Behandlung für die Pflanzengesundheit hat, müssen 
weitere Versuche zeigen. Demgegenüber ist die Zunahme der endophytischen Gesamtkeimzahl nach 
Nematodenbefall primär auf die Schaffung von Eintrittspforten für die Bakterien zurückzuführen. Da 
aber auch unter Nematoden-befall die Induktor-Behandlung der Pflanzen mit R. etli G12 eine zusätzliche 
Erhöhung der endophy-tischen Gesamtkeimzahl hervorrief, scheinen weitere, bisher nicht bekannte 
Mechanismen für die Steue-rung der Besatzdichte von R. etli G12 verantwortlich zu sein. 
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Abb. 15 Einfluss der durch Rhizobium etli G12-induzierten Resistenz gegenüber Globodera pallida auf die 
Gesamtkeimzahl endophytischer Bakterien in der 'induzierten' Wurzelhälfte des ‘Split-root-Systems‘. 
Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range 
Test (P = 0,05, n = 4).                                                   (Neumann, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
Lassen die vorherigen Untersuchungen eine Förderung der endophytischen Besatzdichte nach erfolgter 
Resistenzinduktion vermuten, stellt sich nun die Frage nach der Zusammensetzung des Bakterien-
spektrums. Wird das natürliche Bakterienspektrum allgemein gefördert oder kommt es zur Vermehrung 
ganz bestimmter Bakterienarten? So könnte eine Förderung antagonistischer Endophyten nach Resistenz-
induktion zu einer verbesserten Pflanzengesundheit beitragen. Im Folgenden wurden pro 'induzierter' 
Wurzelhälfte 30 Bakterienarten anhand ihres Fettsäurespektrums charakterisiert (siehe Anhang). Die 
Anzahl Bakterienarten pro Wurzelhälfte lag zwischen 4 und 8, wobei die Häufigkeit einer einzelnen Art 
zwischen 1 und 25 betrug (Tabelle 11). In der Hälfte aller untersuchten Wurzelhälften wurde die 
endophytische Besatzdichte von einer Bakterienart mit > 50 % an der gesamten bakteriellen Mikroflora 
dominiert, in allen weiteren Proben wurde die 50 %-Grenze von zwei Bakterienarten überschritten. 
Aufgrund hoher Schwankungen im Bakterienspektrum einer Behandlung sind allgemeingültige Aus-
sagen nur schwer abzuleiten. Die in dieser Hinsicht beständigsten Ergebnisse wurden in der Variante 
‘R. etli G12 + G. pallida‘ erzielt. Bakterien der Gattung Pseudomonas waren in den 4 Wiederholungen 
mit jeweils 25, 22, 27 bzw. 28 von 30 Isolaten vertreten. Inwieweit durch die Resistenzinduktion 
Antagonisten pflanzenparasitärer Nematoden gefördert wurden, wurde leider nicht ermittelt.  
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Tab. 11 Spektrum endophytischer Bakterien in der 'induzierten' Wurzelhälfte eines ‘Split-roots-Systems‘ von 
Kartoffeln nach Resistenzinduktion durch Rhizobium etli G12 und Befall durch Globodera pallida 
Art Absolute Häufigkeit der Art1 
 
Kontrolle2 R. etli G122 G. pallida 
R. etli G12+ 
G. pallida 
Wiederholungen 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 1 2 3 4 
Gram-positiv 
Acidovorax delafieldii 
A. facilis 
Aureobacterium 
esteroaromaticum 
Arthrobacter atrocyaneus 
A. mysorens 
A. pascens 
Bacillus circulans 
B. megaterium 
Cellulomonas flavigena 
Curtobacterium flaccumfaciens 
Lactobacillus kefir 
Leuconostoc 
pseudomesenteroides 
Micrococcus halobius 
M. luteus 
M. lylae 
M. varians 
Paenibacillus alvei 
Zwischensumme 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
25 
 
 
 
 
26 
 
 
 
 
 
 
2 
 
 
 
1 
 
 
 
 
2 
 
 
1 
6 
 
 
4 
6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
 
 
 
14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
12 
 
27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 
 
 
1 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
1 
 
 
 
 
 
2 
 
 
4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 
 
Gram-negativ 
Acinetobacter baumanii 
A. calcoaceticus 
A. radioresistens 
Agrobacterum radiobacter 
Comamonas acidovorans 
Cytophaga aquatilis 
C. johnsonae 
Flavobacterium resinovorum 
Hydrogenophaga pseudoflava 
Moraxella phenylpyruvica 
Phyllobacterium rubiacearum 
Plesiomonas shigelloides 
Pseudomonas chlororaphis 
P. corrugata 
P. flectens 
P. fluorescens 
P. putida 
P. savastanoi 
Xanthobacter agilis 
Yersinia pseudotuberculosis 
Zwischensumme 
 
No match 
Summe 
Anzahl Arten 
 
 
 
 
 
7 
 
 
18 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
26 
 
 1 
30 
 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
1 
 
2 
 
 2 
30 
 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 
1 
 
 
 
 
 
 
6 
 
18 
30 
 6 
 
 
 
 
1 
1 
 
 
 
 
13 
 
2 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
18 
 
 2 
30 
 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
1 
 
 2 
30 
 4 
 
 
 
1 
 
 
 
1 
5 
 
8 
1 
 
3 
3 
 
 
 
6 
 
 
 
28 
 
 2 
30 
 8 
 
 
 
 
 
2 
 
 
7 
 
 
 
 
 
12 
1 
1 
 
2 
 
1 
 
26 
 
 4 
30 
 7 
 
 
 
 
 
3 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 
1 
 
 
5 
1 
 
 
28 
 
 0 
30 
 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
2 
 
23 
30 
 5 
 
 
1 
2 
1 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22 
 
28 
 
 0 
30 
 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
3 
 
8 
8 
 
 
 
25 
 
1 
30 
 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
3 
 
4 
 
 
 
 
22 
 
 3 
30 
 5 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
25 
1 
 
 
1 
29 
 
 0 
30 
 6 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
 
11 
11 
 
 
 
29 
 
 1 
30 
 4 
 
1 Anzahl Isolate der jeweiligen Art bei einer charakterisierten Bakterienflora von 30 Isolaten pro Wurzelhälfte; 2 In der Kontrolle 
und in der Variante mit R. etli G12 fiel je eine Wiederholung aus, so dass nur 3 der 4 Wiederholungen ausgewertet werden 
konnten (n = 3 bzw. 4).                                                                                      (Neumann, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
 Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
46 Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003 
Darüber hinaus variierte das endophytische Bakterienspektrum nur minimal zwischen den verschiedenen 
Behandlungen. Die Anzahl Bakterienarten (Richness) war am höchsten in der Variante mit G. pallida 
(6,75) und am niedrigsten in der Kontrolle bzw. in der Variante R. etli G12 + G. pallida mit jeweils 5,0 
(Tabelle 12). Demgegenüber wurde die höchste Bakteriendiversität in der Variante mit R. etli G12 (N1 = 
4,45; N2 = 4,20) beobachtet. Es gilt jedoch zu beachten, dass sich die Diversitätsparameter statistisch 
nicht voneinander unterschieden. Möglicherweise war der gewählte Probenahmetermin mit 10 Tagen 
nach R. etli G12-Induktion bzw. 7 Tage nach G. pallida-Inokulation zu früh gewählt und eine für 'indu-
zierte' Pflanzen charakteristische Bakterienflora hatte sich noch nicht etabliert. In jedem Falle zeigen die 
Ergebnisse einen Einfluss von G. pallida auf das Bakterienspektrum. Mit G. pallida inokulierte Behand-
lungen wiesen die geringste Anzahl Gram-positiver Bakterien und höchste Anzahl Pseudomonaden auf 
(Tabelle 11). 
Tab. 12 Einfluss von Globodera pallida auf die Diversität natürlich vorkommender endophytischer Bakterien in 
der 'induzierten' Wurzelhälfte von Kartoffeln 
 Richness N01 Diversity N12 Diversity N23 
Kontrolle 
R. etli G12 
G. pallida 
R. etli G12 + G. pallida 
5,00 
6,33 
6,75 
5,00 
3,10 
4,45 
3,38 
3,38 
3,03 
4,20 
2,46 
3,17 
Die Mittelwerte innerhalb einer Spalte unterschieden sich nicht signifikant nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, 
n = 4); 1 Richness ist ein Maß für die Anzahl der Arten; 2 N1 ist ein Maß für die Häufigkeit der Arten; 3 N2 ist ein Maß für die 
Häufigkeit besonders seltener Arten.                                                                      (Neumann, Hallmann, Sikora, unveröffentlicht) 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass es infolge der Bakterien-induzierten Resistenz zu biochemischen, 
physiologischen und ökologischen Veränderungen im System Pflanze/Antagonist/Pathogen kam. Über 
die Bedeutung eines jeden dieser Parameter an dem insgesamt beobachteten Bekämpfungsgrad der 
Nematoden kann nur spekuliert werden. In der Zukunft könnte die induzierte Resistenz zur Bekämpfung 
pflanzenparasitärer Nematoden stärkere Bedeutung erlangen. Mit Messenger® (Eden Bioscience, WA, 
USA) steht ein Präparat zur Verfügung, dass die resistenzinduzierende Wirkung des bakteriellen Stoff-
wechselproduktes Harpin aus Erwinia amylovora zur Unterdrückung zahlreicher Pflanzenpathogene 
inklusive Nematoden nutzt (Jones, 2001).  
Bedeutung der endophytischen Lebensweise für die Bekämpfung 
Die Untersuchungen mit R. etli G12 zeigten, dass ein enger Kontakt zwischen dem antagonistischen 
Bakterium und der Wirtspflanze für die Resistenzinduktion und damit die Bekämpfung pflanzenpara-
sitärer Nematoden bedeutsam ist. Eine besonders intensive Beziehung mit der Wirtspflanze gehen 
Bakterien ein, die endophytisch das Pflanzengewebe besiedeln (Chanway, 1998; Hallmann et al., 1997b). 
Dabei besiedeln Bakterien primär pflanzliche Interzellularräume und könnten somit über Rezeptoren der 
pflanzlichen Zellwand Resistenzreaktionen auslösen (Abb. 16). Damit verbunden wäre eine nachhaltige 
Wirkung, da endophytische Bakterien ihr Habitat über lange Zeiträume besiedeln und im Pflanzen-
gewebe weitgehend geschützt sind vor konkurrierenden Mikroorganismen, natürlichen Feinden oder 
Auswaschung. 
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Ort der Aktivierung 
pflanzlicher Abwehr-
mechanismen? 
 
 
Abb. 16 Intensive Besiedelung des Interzellularraumes in der Wurzelrinde von Baumwolle mit Enterobacter 
asburiae JM22. Die Bakterien stehen in engem Kontakt mit der pflanzlichen Zellwand.  
                                                                                               (modifiziert nach Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996) 
Das Arbeitsgebiet der endophytischen Bakterien und ihrer Bedeutung für die Pflanzengesundheit ist noch 
recht jung und stellt einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Für ein besseres Verständnis der Be-
deutung endophytischer Bakterien für die Pflanzengesundheit bedarf es einiger Informationen hinsicht-
lich ihrer Herkunft, Diversität und Besiedlung der Pflanze. Insbesondere stellen sich folgende Fragen: 
 Was sind endophytische Bakterien und wo treten sie auf? 
 Wie kann man sie isolieren? 
 Woher stammen sie? 
 Welche Unterschiede bestehen im Bakterienspektrum der pflanzlichen Endorhiza und der 
Rhizosphäre? 
 Wie dringen sie in die Pflanze ein? 
 In welchen Besatzdichten liegen sie in der Pflanze vor? 
 Welche Regionen werden bevorzugt besiedelt? 
 Welche Wirkung haben sie auf Pflanzenwachstum und Pflanzengesundheit? 
 Wie lässt sich ihre Wirkung erklären? 
 Lässt sich die Zusammensetzung der endophytischen Bakterienflora exogen steuern? 
 Wie lassen sie sich applizieren und  
 Wo liegen praktische Einsatzmöglichkeiten? 
Endophytische Bakterien sind neben Rhizosphärebakterien Bestandteil des Habitats Rhizosphäre/Endo-
rhiza. Der Begriff ‘Endophyt‘ wurde in der Vergangenheit recht unterschiedlich eingesetzt (Hallmann et 
al., 1997b). Während in ursprünglichen Arbeiten alle Mikroorganismen im Pflanzeninnern, inklusive 
pathogener Organismen, als Endophyten bezeichnet wurden, differenziert man in der neueren Literatur 
die im Pflanzengewebe auftretenden Mikroorganismen nach Pathogenen und nicht-pathogenen Endo-
phyten. Endophyten sind somit jene Mikroorganismen, die das Pflanzengewebe intern besiedeln, ohne 
die Pflanzenentwicklung negativ zu beeinflussen. Methodisch gesehen wird der Begriff des Endophyten 
für nicht-pathogene Mikroorganismen verwendet, die unmittelbar oder nach vorheriger Oberflächen-
sterilisation aus Pflanzengewebe extrahiert werden können. Diese Definition erfasst aufgrund ihrer 
methodischen Gegebenheiten nur die auf künstlichen Nährmedien kultivierbaren aeroben Mikroorga-
nismen. Hinzu kämen die anaeroben, die nicht kultivierbaren, sowie die in Form von Ruhestadien in der 
Pflanze vorliegenden Mikroorganismen, über die bisher aber wenig bekannt ist. Vom Auftreten 
endophytischer Mikroorganismen im Pflanzengewebe wurde bereits um 1870 durch Pasteur und 
Mitarbeiter (Hollis, 1951; Smith 1911) berichtet. Seit dieser Zeit wurden endophytische Mikroorga-
nismen in einem breiten Spektrum von Kulturpflanzen beschrieben (Hallmann et al., 1997b) und werden 
heute zunehmend hinsichtlich ihrer Förderung der Pflanzengesundheit untersucht.  
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Isolationsverfahren: Im Idealfall sollte das Isolationsverfahren alle Bakterien im Pflanzeninnern, aber 
keine Bakterien auf der Pflanzenoberfläche, erfassen. In der Praxis ist dies aber nicht immer gewähr-
leistet, da 
 die Oberflächensterilisation oft unvollständig ist,  
 Bakterien an pflanzlichen Zellen adsorbiert werden,  
 Bakterien unter kollabierten Epidermiszellen vor Sterilisationsmedien weitgehend geschützt sind 
bzw.  
 durch Eindringung des Sterilisationsmediums in das pflanzliche Gewebe endophytische Bakterien 
abgetötet werden.  
Erschwerend kommt hinzu, dass die Grenze zwischen den beiden Habitaten ‘pflanzliche Oberfläche‘ und 
‘Pflanzeninneres‘ teils fließend ist und Bakterien zwischen beiden Habitaten hin- und herwandern. Dies 
gilt insbesondere für Spaltöffnungen, Lentizellen und Wunden (Beattie and Lindow, 1995; Hallmann et 
al., 1997b). In der Literatur finden sich verschiedene Isolationsverfahren für endophytische Bakterien 
(Hallmann et al., 1997a,b), deren Vor- und Nachteile in Tabelle 13 aufgelistet sind. 
Tab. 13 Vor- und Nachteile der Isolationsverfahren für endophytische Bakterien1 
Verfahren Beschreibung Vorteile Nachteile 
Oberflächensterilisation 
+ Mazeration  
Mazerieren des 
Pflanzengewebes mit 
Mörser und Pistill o. ä. 
erfasst gesamtes 
Endophytenspektrum; 
für alle Pflanzengewebe 
geeignet 
erfordert Oberflächensteri-
lisation; 
hoher Zeitaufwand 
Extraktion durch 
Vakuum oder Druck 
Anlegen eines Vakuums 
oder Einspannen der 
Probe in eine Scholander 
Druckbombe 
keine Oberflächensteri-
lisation; 
geringer Zeitaufwand 
erfasst nur Endophyten im 
Apoplasten; 
nicht für weiche Pflanzen-
gewebe geeignet 
Oberflächensterilisation 
+ Zentrifugation 
Zentrifugation von ober-
flächensterilisierten 
Sprosssegmenten oder 
Blättern bei 3000 g 
schonend für weiches 
Pflanzenmaterial 
erfasst nur Endophyten im 
Apoplasten; 
erfordert Oberflächensteri-
lisation 
 ( 1 Zusammenfassende Darstellung aus Hallmann et al., 1997a) 
Die Wahl des Isolationsverfahrens beeinflusst die Anzahl und das Artenspektrum endophytischer 
Bakterien, wie ein Vergleich des ‘Mazerationsverfahrens‘ mit der ‘Scholander Druckbombe‘ zeigt 
(Tabelle 14).  
Der Anteil Gram-positiver Isolate war bei dem Mazerationsverfahren geringfügig höher als bei der 
Scholander Druckbombe. Insgesamt konnten aber weder bei den Gram-positiven noch bei den Gram-
negativen Bakteriengattungen deutliche Unterschiede im Bakterienspektrum zwischen den beiden 
Isolationsverfahren aufgezeigt werden. Die am häufigsten isolierte Bakteriengruppe war die der 
Pseudomonaden (Brevundimonas, Burkholderia, Pseudomonas) mit 34 % beim Mazerationsverfahren 
und 29 % bei der Scholander Druckbombe. Weiterhin häufig isoliert wurde Phyllobacterium mit 25 % 
und 20 %, Agrobacterium mit 15 % und 31 % und Bacillus mit 14 % und 1 % Isolationshäufigkeit. Aus 
allen dominant auftretenden Bakteriengattungen sind Bakterien mit antagonistischer Wirkung gegen 
pflanzenparasitäre Nematoden bekannt (Becker et al., 1988; Hallmann et al., 1996; Oostendorp und 
Sikora, 1990; Racke und Sikora, 1992). 
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Tab. 14 Spektrum natürlich vorkommender endophytischer Bakterien in Baumwollwurzeln in Abhängigkeit des 
Isolationsverfahrens 
 Anzahl endophytischer Bakterienisolate 
Gattung  Mazerationsverfahren Scholander Druckbombe 
Gram-positiv 
Bacillus* 
Clavibacter 
Comamonas 
Paracoccus 
Teilsumme 
14 
0 
2 
0 
16 
1 
1 
7 
1 
10 
Gram-negativ 
Acidovorax 
Agrobacterium 
Brevundimonas 
Burkholderia 
Chryseobacterium 
Enterobacter 
Phyllobacterium 
Pseudomonas 
Salmonella 
Variovorax 
Xanthobacter 
Teilsumme 
 
Gesamt 
Anzahl Gattungen 
0 
15 
13 
0 
9 
0 
26 
21 
0 
0 
0 
84 
 
100 
7 
1 
31 
0 
2 
2 
2 
20 
27 
1 
3 
1 
90 
 
100 
14 
*Fett hervorgehoben sind Bakteriengattungen mit deutlichen Unterschieden zwischen den beiden Verfahren. 
(nach Hallmann et al., 1997a) 
Interessanterweise wurde mit der Scholander Druckbombe ein höherer Anteil an Gattungen bzw. Arten 
mit geringer Isolationshäufigkeit erfasst, was sich in einer höheren Ausprägung der Diversitätsparameter 
Richness, Diversity N1 und Diversity N2 ausdrückte (Tabelle 15). Unter den Bakterien, die nur bei 
Isolation mit der Scholander Druckbombe auftraten, war der Anteil bekannter Antagonisten deutlich 
niedriger als bei Bakterien, die nur beim Mazerationsverfahren auftraten. Geht man davon aus, dass mit 
der Scholander Druckbombe primär systemische Besiedler und mit dem Mazerationsverfahren die 
gesamte Bakterienflora erfasst wird, so findet man grundsätzlich weniger Antagonisten unter den 
systemischen Besiedlern. Diese Hypothese wird unterstützt durch eigene Arbeiten, in denen die 
effektivsten Isolate Pseudomonas fluorescens 89B-27 und 89B-61 und Rhizobium etli G12 nicht zur 
systemischen Besiedlung fähig waren (unveröffentlicht). Weiterhin zeigten Untersuchungen an 
Kartoffeln, dass Bakterien aus der äußersten Schicht einer Kartoffelknolle durchschnittlich eine höhere 
antagonistische Aktivität gegen verschiedene bodenbürtige Pilze aufweisen, als endophytische Bakterien 
aus tieferem Knollengewebe (Sturz et al., 1999).  
Tab. 15 Diversitätsindices* der natürlich vorkommenden endophytischen Bakterienflora in Abhängigkeit des 
Isolationsverfahrens 
 Mazerationsverfahren Scholander Druckbombe 
Richness 2,2 5,1 
Diversity N1 2,2 3,3 
Diversity N2 2,1 3,1 
*Diversität endophytischer Bakterien auf Gattungsebene nach Ludwig und Reynolds (1988): Richness = Anzahl Gattungen, 
Hill´s Diversity Index N1 (modifiziert nach Shannon) und Hill´s Diversity Index N2 (modifiziert nach Simpson). Höhere Indices 
drücken eine höhere Anzahl Gattungen pro Verfahren (Richness) bzw. eine höhere Diversität aus, wobei eine maximale 
Diversität bei gleicher Individuenzahl innerhalb aller Gattungen erreicht ist. Bei Diversity N2 werden im Vergleich zur Diversity 
N1 Gattungen mit sehr geringen Häufigkeiten stärker berücksichtigt.                                                 (nach Hallmann et al., 1997a) 
Herkunft: Für einen effektiven Einsatz endophytischer Bakterien im biologischen Pflanzenschutz sind 
die Bakterien so zu applizieren, dass sie möglichst schnell die Pflanze besiedeln können. Die Wahl des 
richtigen Applikationsverfahrens setzt damit eine gute Kenntnis der bevorzugten Eintrittswege der 
Bakterien in die Pflanze voraus. Einzige Ausnahme hiervon sind Bakterien, die bereits in der Pflanze 
sind und über Samen bzw. vegetatives Pflanzenmaterial verbreitet werden (Dong et al., 1994; Hallmann 
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et al., 1997b; McInroy und Kloepper, 1995a; Mundt und Hinkle, 1976; Sturz, 1995). Ein Einsatz 
samenbürtiger Antagonisten in der biologischen Bekämpfung wird bisher nur für pilzliche Endo-
phyten, wie den Epichloae-Arten, praktiziert (Schardl, 1996). Für antagonistische Bakterien sind bisher 
keine vergleichbaren Untersuchungen bekannt. Zudem zeigten eigene Untersuchungen, dass endophy-
tische Bakterien nur vereinzelt und in sehr geringen Konzentrationen aus oberflächlich sterilisiertem 
Saatgut isoliert werden können (unveröffentlichte Ergebnisse). Darüberhinaus wurden endophytische 
Bakterien in der Vergangenheit zwar aus oberflächensterilisierten Samen verschiedenster Kulturen wie 
Baumwolle (Adams und Kloepper, 1998; McInroy und Kloepper, 1995a,b; Mishagi und Donndelinger, 
1990; Pleban et al., 1995), Mais (McInroy und Kloepper, 1995a,b) und zahlreichen anderen Kultur-
pflanzen (Mundt und Hinkle, 1976) isoliert, aber schon Mundt und Hinkle (1976) wiesen in diesem 
Zusammenhang darauf hin, dass ihnen der Nachweis nur aus beschädigtem, nicht aber intaktem Saatgut 
gelang. So kann es durchaus sein, dass endophytische Bakterien geschützt in feinen Poren der 
Samenschale auftreten, nicht aber im eigentlichen Samen. Diese Hypothese wird unterstützt durch die 
Beobachtung von McInroy und Kloepper (1995a), die aus Baumwolle 1 x 103 bis 1 x 105 cfu/g Samen 
isolierten, aus Mais aber nur 10 cfu/g. Die Samenoberfläche von Baumwolle ist rau und durch den Ent-
körnungsprozess häufig beschädigt, wohingegen die Samenoberfläche von Mais gewöhnlich glatt und 
unbeschädigt ist und einen guten Schutz des Keimlings vor eindringenden Bakterien gewährleistet. 
Vereinzelt lassen sich jedoch endophytische Bakterien mit Hilfe der Mikroskopie im Samen nachweisen 
(Mukhopadhyay et al., 1996), so dass es durchaus möglich erscheint, dass geringe Besatzdichten 
samenbürtiger Endophyten auch in tieferen Samenschichten auftreten können. Voraussetzung für die 
Samenübertragbarkeit endophytischer Bakterien ist eine gute systemische Besiedlung der Pflanze, d. h. 
das Bakterium muss vom Keimling über den Spross in die neuen Samenanlagen einwandern. Der 
Nachweis einer vollständigen Passage endophytischer Bakterien von Same zu Same steht aber noch aus. 
Da weder unter den samenbürtigen Bakterien noch unter den systemisch besiedelnden Bakterien bisher 
gute Antagonisten gefunden wurden, scheiden samenbürtige Endophyten derzeit für die biologische 
Bekämpfung von Pflanzenpathogenen aus.  
Damit kommt der Besiedlung der Pflanze von außen, d. h. über die Spermosphäre, Rhizosphäre oder 
Phyllosphäre, besondere Bedeutung zu. Die Spermosphäre spielt vor allem bei einer Saatgutbehandlung 
mit Bakterien eine entscheidende Rolle. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass endophytische Bakte-
rien den Sämling unmittelbar nach der Keimung besiedeln können (Mahaffee et al., 1997; Musson et al., 
1995; Quadt-Hallmann et al., 1997a). Nach Hinton und Bacon (1995) lässt sich die Besiedlung in fol-
gende Schritte unterteilen: (1) Wanderung der Bakterien durch die Keimöffnung in das stärkehaltige 
Endosperm, (2) Besiedlung der Keimwurzel und Koleoptile und (3) systemische Besiedlung der Wirts-
pflanze. 
Als bedeutendste Eintrittspforte für endophytische Bakterien wird jedoch die Rhizosphäre gesehen. Vor 
allem die kontinuierlich neu gebildeten Wurzeln werden von Bakterien aus der unmittelbaren Umgebung 
des Boden besiedelt. Um die Bedeutung des Bodens bzw. der Rhizosphäre als Ausgangsort einer endo-
phytischen Besiedlung zu bestätigen, wurden verschiedene Untersuchungen mit folgenden Fragestel-
lungen durchgeführt: 
 Stellen die endophytischen Bakterien eine Teilpopulation der Bakterien im Boden bzw. der 
Rhizosphäre dar und  
 Gilt dies sowohl für eine natürliche als auch künstlich stimulierte Bakterienflora? 
Eine Antwort auf diese Fragen ergab ein Vergleich der Bakterienzusammensetzung in einem natürlich 
gewachsenen Boden mit der Bakterienzusammensetzung in einem künstlich stimulierten Boden und den 
sich daraus ergebenden Veränderungen im endophytischen Bakterienspektrum. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen können unter anderem zur Steuerung der Bakterienflora in Richtung einer besseren 
Pflanzengesundheit genutzt werden. Eine Stimulierung des Bakterienspektrums im Boden wurde durch 
Einmischen von 1 % Chitinflocken erzielt (Hallmann et al., 1999). In der folgenden Versuchsserie wurde 
21 Tage nach Bodenbehandlung mit Chitin die Baumwolle cv. 'Rowden' ausgesät und das Bakterien-
spektrum über insgesamt 54 Tage untersucht. Folgende Varianten wurden miteinander verglichen: (1) 
unbehandelter Boden ohne Baumwolle, (2) unbehandelter Boden mit Baumwolle, (3) Chitin-behandelter 
Boden ohne Baumwolle, (4) Chitin-behandelter Boden mit Baumwolle. 
Eine Auflistung der aus Baumwollwurzeln isolierten endophytischen Bakterien zeigt Tabelle 16. Dem-
nach führte die Bodenapplikation mit 1% Chitin zu einer Modifizierung des endophytischen Bakterien-
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spektrums gegenüber der Kontrolle und folgende Arten traten zusätzlich auf: Bordetella bronchiseptica, 
Enterobacter asburiae, E. cloacae, E. taylorae, Klyuvera cryocrescens, Pseudomonas saccharophila und 
Salmonella spp. Umgekehrt wurden einige Bakterienarten zwar in der Kontrolle, nicht aber nach Chitin-
Applikation isoliert. Hierzu zählten Burkholderia gladioli, B. pickettii, Comamonas acidovorans, 
Micrococcus luteus, Phyllobacterium myrsinacearum und Xanthomonas campestris. Sowohl in der 
Kontrolle als auch nach Chitin-Applikation wurde der überwiegende Teil der endophytischen Bakterien-
arten auch aus dem Boden bzw. der Rhizosphäre isoliert. Zu vergleichbaren Ergebnissen kam Sturz 
(1995) für Untersuchungen an Kartoffeln im Freiland. De Boer und Copemann (1974) berichten, dass 
axenische Kartoffeln, die in Felderde gepflanzt wurden, hauptsächlich Gattungen beherbergten, die als 
Bodensaprophyten auftraten. Mahaffee und Kloepper (1997) wiederum berichten von einer fünfund-
neunzigprozentigen Übereinstimmung des Bakterienspektrums der Endorhiza mit dem Bakterien-
spektrum der Rhizosphäre von Gurke. Bakterien der Gattungen Agrobacterium, Bacillus, Chryseo-
bacterium, Enterobacter und Pseudomonas waren dominante Besiedler in beiden Habitaten. Diese Beo-
bachtungen unterstützen die Hypothese, dass bei Gattungen pflanzenassoziierter Bakterien ein konti-
nuierlicher Übergang von der Rhizosphäre über die Rhizoplane und Endodermis bis in die Wurzelrinde 
besteht (Kloepper et al., 1992b). Vor allem zu Beginn des Pflanzenwachstums zeigt sich ein besonders 
starker statistischer Zusammenhang zwischen der Bakteriendiversität in der Rhizosphäre und der Bakte-
riendiversität in der Endorhiza (Mahaffee und Kloepper, 1997). Mit zunehmender Dauer differenziert 
sich die endophytische Bakterienflora von der Rhizosphärenflora, wobei insbesondere die Anzahl 
Bakteriengattungen in der Endorhiza gegenüber der Rhizosphäre zurückgeht. Demnach sind Bakterien 
der Endorhiza klar von denen der Rhizosphäre zu differenzieren.  
Tab. 16 Auftreten endophytischer Bakterien in der Endorhiza von Baumwolle bzw. im Boden und in der Rhizo-
sphäre nach Anzucht der Pflanzen in unbehandeltem bzw. mit 1% Chitin behandeltem Boden1 
   gleichzeitiger Nachweis in 
 Endorhiza 
Kontrolle 
Endorhiza 
1% Chitin 
Boden Rhizosphäre 
Gram-negativ 
Agrobacterium radiobacter 
Bordetella bronchiseptica 
Burkholderia cepacia 
B. gladioli 
B. pickettii 
Comamonas acidovorans 
Enterobacter asburiae 
E. cloacae 
E. taylorae 
Kluyvera cryocrescens 
Micrococcus luteus 
Phyllobacterium myrsinacearum 
P. rubiacearum 
Pseudomonas saccharophila 
Salmonella spp. 
Xanthomonas campestris 
 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
 
 
 
+ 
+ 
+ 
 
 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
 
 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
 
+ 
+ 
+ 
 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
 
 
 
 
+ 
 
+ 
 
 
 
1 Für die Charakterisierung des Bakterienspektrums wurden 35 (Boden) bzw. 25 Isolate (Endorhiza) mit FAME charakterisiert 
(n = 4).                                                                                                                                                    (nach Hallmann et al., 1999) 
Grundsätzlich wäre auch über die Induktion systemischer Abwehrmechanismen in der Pflanze durch 
Blattapplikation mit antagonistischen Bakterien eine Wirkung gegen pflanzenparasitäre Nematoden im 
Wurzelbereich denkbar. Dieser Ansatz ist jedoch eher hypothetisch, da entsprechende Untersuchungen 
bisher nicht vorliegen. Eine basipetale Wirkung resistenzinduzierender Stoffe ist aber zu vermuten, wie 
Untersuchungen von Hasky (unveröffentlicht) zeigten.  
Aus Sicht der Nematodenbekämpfung wird, wie schon zuvor erwähnt, von den verschiedenen möglichen 
Besiedlungsorten für endophytische Bakterien der Rhizosphäre die größte Bedeutung beigemessen. Die 
wichtigsten Gründe hierfür sind: 1. die Rhizosphäre bietet einen guten Schutz der Bakterien vor ungüns-
tigen Umwelteinflüssen, 2. sie ermöglicht eine kontinuierliche Besiedlung neu gebildeter Wurzeln und 3. 
die Wurzel ist der primäre Angriffsort für die meisten pflanzenparasitären Nematoden. 
Verbreitung: Ein biologisches Bekämpfungsverfahren basierend auf endophytischen Bakterien sollte 
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über eine breite Wirkung gegen verschiedene pflanzenparasitäre Nematoden an unterschiedlichen Wirts-
pflanzen verfügen. Dabei darf der endophytische Antagonist von der Wirtspflanze nicht als ‘Störfaktor‘ 
eingestuft werden, da dies zu pflanzlichen Abwehrreaktionen führen würde. Eine gute ‘Akzeptanz‘ des 
endophytischen Antagonisten ist zum Beispiel dann zu erwarten, wenn er mit den natürlicherweise in der 
Pflanze vorkommenden Endophyten eng verwandt ist. Damit stellt sich die Frage nach der Verbreitung 
endophytischer Bakterien.  
Endophytische Bakterien besiedeln verschiedenste Pflanzenarten und -organe (Tabelle 17). Besonders 
weit verbreitet sind endophytische Bakterien in den Gattungen Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas 
sowie der Familie der Enterobacteraceae. Ob jedoch alle in der Natur vorkommenden Pflanzen auch von 
endophytischen Bakterien besiedelt werden, kann nicht sicher gesagt werden. Zu gering ist unser Wissen 
über das Auftreten endophytischer Bakterien in Pflanzen, die auf Extremstandorten (Halophyten, Xero-
phyten) wachsen bzw. hohe Alkaloidkonzentrationen mit antimikrobiellen Eigenschaften im Apoplasten 
aufweisen. Hinzu kommt, dass in der Literatur zwar über den positiven Nachweis endophytischer Bak-
terien im Pflanzengewebe berichtet wird, aber nicht explizit auf Endophyten-freie Szenarien hingewiesen 
wird. Ein fehlender Nachweis von endophytischen Bakterien im Pflanzengewebe wird vielmehr mit 
unzulänglichen Isolationsverfahren bzw. einer zu geringen Nachweisgrenze des Verfahrens begründet. 
Moderne, hoch-sensitive Methoden und der Einsatz spezifischer Marker könnten in Zukunft unsere 
Kenntnisse über das Auftreten von endophytischen Bakterien unter Extremsituationen verbessern. Dabei 
würden Methoden wie BOX-PCR und Denaturierende Gradientengel-Elektrophorese (DGGE) auch das 
Aufspüren nicht kultivierbarer endophytischer Bakterien ermöglichen. 
Tab. 17 Pflanzenarten und ihre assoziierten endophytischen Bakterien (Auswahl) 1 
Pflanzenart Pflanzenteil Bakteriengattung Literatur 
Baumwolle Wurzel, Spross Aureobacterium, Bacillus, Phyllobacterium, 
Pseudomonas, Burkholderia 
Chen et al., 1995 
Baumwolle Samen Bacillus Pleban et al., 1995 
Baumwolle Wurzel, Spross, 
Blüte, Kapsel 
Erwinia, Bacillus, Clavibacter, Xanthomonas Mishagi und 
Donndelinger, 1990 
Baumwolle Wurzel, Spross Bacillus, Agrobacterium, Burkholderia, 
Serratia 
McInroy und Kloepper, 
1995a 
Baumwolle Wurzel Burkholderia, Phyllobacterium Hallmann et al., 1999 
Eiche Spross Bacillus, Pseudomonas Brooks et al., 1994 
Gurke Frucht Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, 
Achromobacteriaceae, Micrococcaceae 
Samish et al., 1961 
Gurke Wurzel Pseudomonas, Bacillus, Entrobacter, 
Agrobacterium, Chryseobacterium 
Mahaffee und Kloepper, 
1997 
Kartoffel Knolle Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus, Fla-
vobacterium, Xanthomonas, Agrobacterium 
de Boer und Copeman, 
1974 
Kartoffel Knolle Bacillus Hollis, 1951 
Kartoffel Knolle Curtobacterium, Pantoea Sturz und Matheson, 1996 
Kartoffel Knolle Curtobacterium, Pseudomonas Sturz et al., 1999 
Kiefer Wurzel Bacillus Chanway, 1998 
Kohl Blätter Kluyvera, Alcaligenes Assis et al., 1998 
Luzerne Wurzel Pseudomonas, Erwinia-ähnliche Bakterien Gagné et al, 1987 
Mais Wurzel Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium Lalande et al., 1989 
Mais Wurzel, Spross Burkholderia, Enterobacter, Bacillus McInroy und Kloepper, 
1995a 
Mais Spross Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas Fisher et al., 1992 
Raps Wurzel Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, 
Rathayibacter 
Germida et al., 1998 
Rebe Spross Enterobacter, Pseudomonas Bell et al., 1995 
Reis Spross Pseudomonas Krisnamurthy und 
Gnanamanickam, 1997 
Rotklee Wurzel, Spross, 
Blätter 
Pantoea, Agrobacterium, Bacillus, 
Pseudomonas, Curtobacterium 
Sturz et al., 1997 
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Pflanzenart Pflanzenteil Bakteriengattung Literatur 
Weizen Wurzel Bacillus, Falvobacterium, Micrococcus, 
Rathayibacter 
Germida et al., 1998 
Zitrus Wurzel Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, 
Corynebacterium 
Gardner et al., 1982 
Zuckerrüben Wurzel Bacillus, Erwinia, Pseudomonas, 
Corynebacterium, Lactobacillus, 
Xanthomonas 
Jacobs et al., 1985 
versch. 
Arten 
Spross Enterobacter, Pseudomonas, Pantoea, 
Rhodococcus 
 
Bell et al., 1995 
1 Die Tabelle stellt eine Zusammenfassung der am häufigsten isolierten Bakteriengattungen in Abhängigkeit von Pflanzenart und 
Pflanzengewebe dar.                                                                                                                                        (nach Hallmann, 2001) 
Besatzdichte: Bereits zuvor wurde auf die Dosis-Wirkungsbeziehung antagonistischer Bakterien und 
deren Bedeutung hingewiesen. Die gleiche Frage stellt sich auch für endophytische Bakterien. Die in 
Untersuchungen ermittelte Besatzdichte endophytischer Bakterien im Pflanzengewebe hängt von zahl-
reichen Faktoren wie Pflanzenart und -sorte, dem Pflanzengewebe und dessen physiologischer Entwick-
lungsstufe, sowie von äußeren Umweltfaktoren und dem verwendeten Isolationsverfahren ab. All diese 
Faktoren erklären vermutlich auch die häufig zu beobachtenden Schwankungen in der Besatzdichte 
endophytischer Bakterien (Bell et al., 1995; Mahaffee und Kloepper, 1997; McInroy und Kloepper, 
1995b; Sturz et al., 1999). Eigene Untersuchungen bestätigten dies (Hallmann, 2001; Hallmann et al., 
1997a, Munif et al., 2000). Dabei wurde die Besatzdichte endophytischer Bakterien in Abhängigkeit 
folgender Faktoren untersucht:  
 Isolationsverfahren 
 Eingesetzte Chlorkonzentrationen bei der Oberflächensterilisation 
 Wirtspflanze 
 Pflanzengewebe (Wurzel - Spross) 
 Besiedlungsart (lokal - systemisch) 
 Nematodenbefall 
 Bodenbehandlung mit organischer Substanz 
Die folgenden Darstellungen enthalten teilweise Daten aus Untersuchungen, die an anderer Stelle in 
dieser Arbeit ausführlich beschrieben werden. Mit Ausnahme der Isolation endophytischer Bakterien mit 
der Scholander Druckbombe wurden die Pflanzengewebe jeweils mit einer Chlorlösung oberflächensteri-
lisiert, mazeriert und zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl auf künstlichen Nährmedien ausgestrichen. 
Die eingesetzte Chlorkonzentration sowie die Dauer des Sterilisationsvorganges für die verschiedenen 
Pflanzenarten und -gewebe ist dem Anhang zu entnehmen.  
Die ermittelten endophytischen Besatzdichten schwankten in Abhängigkeit der Ausgangsbedingungen 
zwischen 102 und 105 cfu/g Frischgewicht (Tabelle 18). Selbst bei Wiederholung der Versuche unter 
standardisierten Bedingungen (siehe Versuch A/Versuch B in Tabelle 18) traten zum Teil erhebliche 
Streuungen in den gemessenen Besatzdichten der Endophyten auf. Grundsätzlich wurden für Wurzeln 
mit durchschnittlich 104 - 105 cfu/g höhere endophytische Besatzdichten gemessen als für Spross und 
Blätter mit durchschnittlich < 103 cfu/g. Bei einem Vergleich der endophytischen Besatzdichte verschie-
dener Kulturpflanzen zeigten sich tendenziell höhere Besatzdichten bei Baumwolle, Gurke und Kartoffel 
als bei Bohne (Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996). Veränderungen in den Ausgangsbedingungen, wie 
Zugabe von organischer Substanz oder Applikation mit endophytischen Bakterien bzw. pflanzenpara-
sitären Nematoden, führten in der Regel zu einer höheren endophytischen Besatzdichte als in der jeweils 
unbehandelten Kontrolle. Die maximale Besatzdichte wurde mit 5,5 x 105 cfu/g nach Bodenapplikation 
von Chitin gemessen. 
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Tab. 18 Besatzdichte endophytischer Bakterien in Abhängigkeit unterschiedlicher Ausgangsbedingungen1 
Faktor  Wirtspflanze Parameter cfu/g 
Wurzel    
Wirtspflanze Baumwolle 
 
Bohne 
 
Kartoffel 
 
Versuch A 
Versuch B 
Versuch A 
Versuch B 
Versuch A 
Versuch B 
1,3 x 104 
1,0 x 105 
4,3 x 102 
6,9 x 103 
6,0 x 103 
1,4 x 104 
Isolationsverfahren Baumwolle Mazeration 
Scholander Druckbombe 
1,3 x 104* 
3,2 x 103 
Nematodenbefall Gurke - M. incognita 
+ M. incognita 
1,0 x 105 
6,5 x 105* 
 Kartoffel - G. pallida 
+ G. pallida 
3,0 x 103 
4,3 x 104* 
Applikation endo-phytischer Bakterien Bohne 
 
Kartoffel 
- E. asburiae JM22 
+ E. asburiae JM22 
- R. etli G12 
+ R. etli G12 
4,3 x 102 
5,6 x 103 
6,0 x 103 
1,2 x 104 
Lokale/systemische Besiedler Bohne 
 
Kartoffel 
JM22[pGT-kan] (systemisch) 
G12[pGT-trp] (lokal) 
JM22[pGT-kan] (systemisch) 
G12[pGT-trp] (lokal) 
5,1 x 105 
7,2 x 104 
2,0 x 102 
1,2 x 104 
Vergleich Rhizosphäre - Endorhiza Bohne 
 
Kartoffel 
 
Baumwolle 
Rhizosphäre 
Endorhiza 
Rhizosphäre 
Endorhiza 
Rhizosphäre 
Endorhiza 
3,7 x 107 
4,3 x 102 
6,5 x 107 
6,0 x 103 
2,4 x 106 
2,7 x 105 
Pflanzengewebe Gurke Wurzel 
Spross 
1,0 x 105 
6,2 x 102 
Zugabe von organischer Substanz Baumwolle - Chitin 
+ Chitin 
2,7 x 105 
5,5 x 105* 
Blatt    
Nematodenbefall Baumwolle - M. incongnita 
+ M. incognita 
6,2 x 102 
1,2 x 103 
1 Die dargestellten Besatzdichten sind Auszüge aus folgenden Arbeiten: Hallmann et al., 1997a; Hallmann et al., 1998b; 
Hallmann et al., 1999; Hallmann et al., 2001; * Die Mittelwerte sind signifikant verschieden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit 
von P = 0,05.   
Ein entscheidender Faktor für die experimentell bestimmte Besatzdichte endophytischer Bakterien ist die 
eingesetzte Chlorkonzentration. So sinkt mit zunehmender Chlorkonzentration von 0,53 % auf 2,63 % 
die endophytische Besatzdichte in Baumwollwurzeln von 4,0 x 104 cfu/g auf 3,6 x 103 cfu/g Wurzel-
frischgewicht (Abb. 17). Im Vergleich zur Wurzel lagen die endophytischen Besatzdichten im Baum-
wollspross sehr viel niedriger und streuten auch stärker, so dass keine Abhängigkeit von der Chlorkon-
zentration erkennbar war. 
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Abb. 17 Einfluss der eingesetzten Chlorkonzentration bei der Oberflächensterilisation auf die Besatzdichte 
endophytischer Bakterien in Wurzel und Spross von Baumwolle. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben 
sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 3). n.s. = nicht 
signifikant.                                                                                                        (Hallmann, unveröffentlicht) 
Betrachtet man die Dynamik applizierter endophytischer Bakterien über die Zeit, so wird die maximale 
Besatzdichte bereits innerhalb einer Woche nach Applikation erreicht (Abb. 18). Im weiteren zeitlichen 
Verlauf unterliegen sie nur geringen Schwankungen. Für P. agglomerans MK29rif lagen die Besatz-
dichten zwischen 2,5 x 104 und 3,2 x 105 cfu/g Wurzelfrischgewicht und für P. putida MT19rif zwischen 
1,3 x 104 und 7,9 x 105 cfu/g, sieht man einmal von dem Ausreißer nach 2 Wochen (3,2 x 102 cfu/g) ab. 
Die Besatzdichte des antagonistischen Bakteriums an der gesamten bakteriellen Mikroflora kann > 80 % 
betragen, wie Untersuchungen mit R. etli G12 an Kartoffel zeigten (unveröffentlichte Ergebnisse). 
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Abb. 18 Besatzdichte der Rifampicin-resistenten Isolate von Pantoea agglomerans MK29 und Pseudomonas 
putida MT19 in Tomate über 6 Wochen. Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben 
(P = 0,05, n = 3).                                                                                                    (nach Munif et al., 2000) 
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Eine akkurate Schätzung der endophytischen Besatzdichte ist nicht immer einfach und wird durch die 
heterogene Verteilung der Bakterien im Pflanzengewebe zusätzlich erschwert. Hinzu kommt, dass 
Bakterien durch ihre Schleimproduktion miteinander verkleben (Dong et al., 1994) oder an Zellwänden 
und anderen Partikeln adsorbiert werden (Fisher et al., 1992). Elektonenmikroskopische Aufnahmen 
zeigten, dass Bakterien im Xylem mit fädigen Strukturen an die Gefäßwände gebunden sein können 
(Gardner et al., 1982). Diese Beobachtungen erklären, warum bei Mazeration des Gewebes in der Regel 
10-1000fach höhere Bakteriendichten ermittelt werden, als bei der Extraktion mit Vakuum oder Druck 
(Gardner et al., 1982; Hallmann et al., 1997a). Ein von Bell et al. (1995) durchgeführter Vergleich der 
Besatzdichte endophytischer Bakterien mit verschiedenen Verfahren zeigte die höchste Besatzdichte 
nach Anfärben der Bakterien mit Acridin Orange (6,1 x 104 cfu). Demgegenüber ergab die Mazeration 
oberflächensterilisierten Pflanzengewebes Besatzdichten von 6,98 x 103 cfu und die Extraktion des 
Xylemsaftes mittels Vakuum Besatzdichten von 1,19 x 103 cfu. Bei der Interpretation der Daten gilt es 
jedoch zu beachten, dass die Färbung mit Acridin Orange nicht zwischen lebenden und toten Bakterien 
differenziert, wohingegen die beiden anderen Verfahren nur lebende Bakterien berücksichtigen. 
Angesichts der genannten Einschränkungen bei der Ermittlung endophytischer Besatzdichten stimmten 
die in eigenen Untersuchungen gefundenen Besatzdichten mit Literaturangaben überein (zusammenge-
fasst in Hallmann et al., 1997b). Die höchsten Besatzdichten wurden in der Wurzel mit 105 cfu/g 
Wurzelfrischgewicht beobachtet (Abb. 19). Akropetal nimmt die Besatzdichte in der Regel ab und 
erreicht im Stängel ca. 104 cfu/g und in den Blättern ca. 103 cfu/g Frischgewicht (Hallmann et al., 1997b; 
Quadt-Hallmann und Kloepper, 1996). Die niedrigsten Besatzdichten bis hin zur fehlenden Nachweis-
barkeit von Bakterien werden in den generativen Pflanzenteilen, wie Blüte, Frucht und Samen, beo-
bachtet. Die Ursache für diesen abnehmenden Dichtegradienten von der Wurzel bis zur Frucht gibt 
Anlass zu Spekulationen. Grundsätzlich gilt die Wurzel als primärer Ort der Eindringung endophytischer 
Bakterien (siehe S. 56 ff.) und würde somit vor allem die relativ hohen Bakteriendichten in Jungpflanzen 
erklären. Von der Wurzel ausgehend können endophytische Bakterien das oberirdische Pflanzengewebe 
systemisch besiedeln bzw. auch direkt über natürliche Öffnungen (Stomata, Hydathoden) sowie 
Mikroporen und Wunden in das oberirdische Pflanzengewebe eindringen. Die niedrigen Besatzdichten in 
oberirdischen Pflanzengeweben könnten somit ein Hinweis auf ungünstige Lebensbedingungen für die 
Bakterien in diesem Habitat sein. Solch ungünstige Lebensbedingungen könnten durch hohe/niedrige 
Konzentrationen bzw. starke tägliche Schwankungen von Temperatur, Wasserhaushalt, Nährstoffver-
fügbarkeit und UV-Strahlung bedingt sein. Demgegenüber bietet das Wurzelsystem im Hinblick auf 
Temperatur, Wasser- und Nährstoffverfügbarkeit eine stärkere Pufferung und schädigende UV-Strahlung 
tritt erst gar nicht auf.  
Pathogen
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Rhizosphäre
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Blätter: 103 cfu/g
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Abb. 19 Zusammenfassende Darstellung der Besatzdichten endophytischer und pathogener Bakterien in der 
Pflanze im Vergleich zur Rhizosphäre. 
Für die einzelnen Pflanzengewebe sind die endophytischen Besatzdichten relativ konstant. Die maximale 
Besatzdichte wird meist innerhalb weniger Tage erreicht und verbleibt, von geringen Schwankungen ab-
gesehen, auf diesem Niveau bis zum Ende der Vegetationsperiode (Mahaffee und Kloepper, 1997; 
McInroy und Kloepper, 1995b; Munif et al., 2000). Dies gilt es beim Einsatz antagonistischer Endo-
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phyten in der biologischen Bekämpfung zu berücksichtigen. Weiterhin wird die maximale Besatzdichte 
weitgehend unabhängig von der Ausgangsdichte der Bakterien erreicht. So stieg die endophytische 
Besatzdichte von Pseudomonas sp. in Kartoffelwurzeln über die Zeit auf eine Besatzdichte von 1,0 x 
106 cfu/cm Wurzel an, wohingegen sie im Spross nach künstlicher Injektion von ursprünglich 3,3 x 105 
auf 1,9 x 103 cfu/cm Spross abnahm (Frommel et al., 1991). Selbst durch zusätzliche Erzeugung von 
Wunden zur Schaffung weiterer Eintrittswege für endophytische Bakterien, hervorgerufen zum Beispiel 
durch hohen Nematodenbefall (Hallmann et al., 1998b), lässt sich keine weitere Erhöhung der 
Besatzdichte erzielen. Dies legt die Vermutung nahe, dass von der Pflanze eine für das jeweilige 
Pflanzengewebe spezifische Besatzdichte toleriert wird. Möglicherweise würden darüber hinausgehende 
Besatzdichten der Pflanze zu viele Nährstoffe entziehen oder aber die Gefäße verstopfen und die Pflanze 
damit schädigen, wie dies bei pflanzenpathogenen Bakterien der Fall ist. Zum Vergleich, pflanzenpatho-
gene Bakterien wie Ralstonia solanacearum, dem Erreger der Bakterienwelke an Tomate, erreichen im 
Pflanzengewebe Besatzdichten von 109 - 1010 cfu/g Frischgewicht (Grimault und Prior, 1994). Bei diesen 
hohen Konzentrationen verstopfen die Bakterien bzw. der von ihnen abgesonderte Bakterienschleim die 
Leitgefäße. In einigen Ausnahmefällen werden hohe Besatzdichten auch für endophytische Bakterien 
berichtet, ohne dass ein negativer Einfluss auf das Pflanzenwachstum aufgetreten wäre (Dimock et al., 
1988; McInroy und Kloepper, 1994). Langfristig sind solch hohe Besatzdichten von der Pflanze aber 
kaum zu tolerieren. 
Mikrobielle Besatzdichten stellen keine konstante Größe dar, sondern unterliegen Schwankungen in 
Abhängigkeit biotischer und abiotischer Umweltfaktoren. Domsch et al. (1983) zeigten, dass Fluktua-
tionen bakterieller Besatzdichten im Boden von 90 % unter Feldbedingungen an der Tagesordnung sind. 
Nach einer Reduzierung der bakteriellen Bedsatzdichte infolge eines Stressors betrug die nachfolgende 
Verdoppelungszeit der Bakterien 9,6 Tage, so dass nach 20-30 Tagen wieder das Ausgangsniveau 
erreicht war. Die Erholungsphase bakterieller Besatzdichten lag bei durchschnittlich 18 Tagen, bevor 
eine erneute Reduzierung der bakteriellen Besatzdichte auftrat. Ein Einfluss exogener Faktoren auf die 
Besatzdichte endophytischer Mikroorganismen dürfte weitaus geringer ausfallen, da das Pflanzeninnere 
stärker gegenüber Umweltfaktoren gepuffert ist. Die zuvor gemachten Ausführungen zur Besatzdichte 
endophytischer Bakterien über die Zeit bestätigen dies. 
Diversität: Allgemein geht man davon aus, dass eine hohe Biodiversität entscheidend zu einem gesunden 
Bodenökosystem und damit auch zu einem gesunden Pflanzenwachstum beiträgt. Doch gilt diese 
Aussage auch für endophytische Bakterien in der biologischen Bekämpfung? Um dies beurteilen zu 
können, müssen wir uns den Begriff Diversität etwas genauer ansehen. Eine hohe bakterielle Diversität 
bedeutet, dass einzelne Arten zu weitgehend gleichen Anteilen innerhalb der Mikroflora vertreten sind 
und keine Art dominant auftritt (Forsyth und Miyata, 1999). Eine hohe Artendiversität wiederum bedingt 
eine hohe funktionelle Diversität, d. h. ein breites Spektrum an Substraten kann von den Mikroorga-
nismen aufgeschlossen werden und die verschiedensten enzymatischen und physikalischen Prozesse 
laufen parallel ab. Da bei einer hohen Diversität immer auch Arten mit gleichen Funktionen auftreten, ist 
eine hohe Stabilität des Ökosystems gewährleistet, denn werden einzelne Arten durch Umwelteinflüsse 
negativ beeinflusst, wird deren Funktion durch andere Arten übernommen. 
Die Bedeutung der Diversität muss für endophytische Bakterien in der biologischen Bekämpfung jedoch 
differenziert betrachtet werden. Einerseits ist eine hohe Diversität wünschenswert und kann durch 
verschiedene Verfahren optimiert werden (siehe S. 75 ff), andererseits wird beim Einsatz antagonis-
tischer Endophyten eine möglichst hohe Besatzdichte des Antagonisten in der Pflanze angestrebt. 
Angesichts der im Vergleich zur Rhizosphäre ohnehin recht niedrigen Besatzdichten im Pflanzengewebe 
und vorausgesetzt, dass eine Dosis/Wirkungsbeziehung besteht, würde dies eine Dominanz des Anta-
gonisten bei gleichzeitig reduzierter Diversität bedeuten. Doch wie wirkt sich überhaupt die Appli-kation 
eines endophytischen Antagonisten im Vergleich zu anderen Faktoren auf die Diversität endophytischer 
Bakterien aus? 
Die Tabelle 19 gibt eine Zusammenstellung der Wirkung verschiedener Faktoren auf die Diversität 
endophytischer Bakterien. Die meisten der untersuchten Faktoren hatten einen positiven Einfluss auf die 
Diversität endophytischer Bakterien. Sowohl Nematodenbefall als auch die Applikation des Antago-
nisten R. etli G12 erhöhten die Diversität endophytischer Bakterien. Einzige Ausnahme war ein gerin-
gerer Diversitätsparameter N2 bei Befall der Kartoffeln mit G. pallida. Die Förderung der Diversität 
durch den Antagonisten R. etli G12 mag überraschen, da dieses Bakterium die Pflanze auch endophy-
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tisch besiedelt und mit anderen endophytischen Bakterien um Nährstoffe und Lebensraum konkurriert. 
Die interne Besiedlung der Pflanze durch R. etli G12 beschränkt sich jedoch auf die äußere Wurzelrinde, 
einem im Vergleich zur Gesamtpflanze eng umgrenzten Lebensraum, so dass selbst bei intensiver Be-
siedlung nur ein vergleichsweise geringer Einfluss auf die Gesamtdiversität endophytischer Bakterien zu 
erwarten ist. Die Untersuchungen mit Chitin zeigten, dass sich durch Zugabe von organischer Substanz 
die Diversität, zumindest in der Rhizosphäre, erhöhen lässt. Inwieweit eine höhere Diversität eine bessere 
Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden bedingt, wurde bisher nicht untersucht und ist aus der 
Literatur auch nicht bekannt. Hier besteht noch erheblicher Forschungsbedarf.  
Tab. 19 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Diversität von Bakterien in der Endorhiza/Rhizosphäre 
 Richness1 N12 N23 
Nematodenbefall4 
Kontrolle 
Globodera pallida 
 
Kontrolle 
Meloidogyne incognita 
 
 
5,0 
6,8 
 
8,0 
9,2 
 
 
36 % 
 
 
15 % 
 
3,1 
3,4 
 
8,3 
9,1 
 
 
10 % 
 
 
10 % 
 
3,0 
2,5 
 
6,4 
7,1 
 
 
-17 % 
 
 
11 % 
Bakterienapplikation1 
Kontrolle 
Rhizobium etli G12 
 
 
5,0 
6,3 
 
 
26 % 
 
3,1 
4,5 
 
 
45 % 
 
3,0 
4,2 
 
 
40 % 
Zugabe organischer Substanz 
a) Rhizosphäre Tag 21 
    Kontrolle 
    Chitin 
 
b) Rhizosphäre Tag 54 
    Kontrolle 
    Chitin 
 
c) Endorhiza Tag 54 
    Kontrolle 
    Chitin 
 
 
 
10,0 
11,8 
 
 
14,5 
17,5* 
 
 
4,0 
3,8 
 
 
 
18 % 
 
 
 
21 % 
 
 
 
-5 % 
 
 
7,0 
9,5* 
 
 
8,3 
12,6 
 
 
2,5 
2,5 
 
 
 
36 % 
 
 
 
53 % 
 
 
 
0 
  
1 Richness = Anzahl der Bakterienarten (Ludwig und Reynolds; 1988) 2 N1 = Hill‘s Diversity Index N1 (modifiziert nach 
Shannon) (Ludwig und Reynolds; 1988); 3 N2 = Hills‘s Diversity Index N2 (modifiziert nach Simpson) (Ludwig und Reynolds; 
1988); N2 berücksichtigt im Vergleich zu N1 stärker Gattungen mit sehr geringen Häufigkeiten; 4  Die Daten beziehen sich auf 
das endophytische Bakterienspektrum. (Die dargestellten Diversitätsparameter sind Auszüge aus folgenden Arbeiten: Hallmann 
et al., 1997c, 1998b, 1999 sowie Neumann, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht). 
Eindringung und Vermehrung: Eine schnelle Wirkung endophytischer Bakterien in der biologischen Be-
kämpfung setzt eine zügige Besiedlung der Wirtspflanze voraus. Einzige Ausnahme hiervon sind samen-
bürtige oder vegetativ übertragene endophytische Bakterien, die bereits von Natur aus in der Pflanze 
sind, aber für die biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden derzeit keine Bedeutung 
haben. Alle anderen potenziellen Endophyten müssen erst in die Pflanze eindringen. Der Prozess der 
Eindringung lässt sich in folgende Schritte gliedern: 1. Wanderung der Bakterien zur Wurzel, 2. Anlage-
rung an die Wurzeloberfläche, 3. Erkennung durch die Pflanze und 4. Eindringung in das Pflanzenge-
webe (Abb. 20) (Hallmann, 2001). Nicht jeder dieser Schritte ist unbedingt Voraussetzung für eine endo-
phytische Besiedlung, denn potenzielle Endophyten können zum Beispiel über Bodenwasser oder an 
anderen Organismen anhaftend zur Wurzel transportiert werden. Auch tritt ein Großteil der Bakterien 
über Wunden oder natürliche Öffnungen in die Pflanze ein, so dass keine Anlagerung der Bakterien an 
die Pflanzenoberfläche erfolgt. Welche der oben genannten Schritte tatsächlich für die Besiedlung des 
Pflanzengewebes zum Tragen kommen, hängt sowohl von der Bakterienart als auch von den jeweiligen 
Umweltbedingungen ab und lässt sich nur schwer vorhersagen. 
Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003  59
Wanderung 
 
 
Anhaftung Erkennung Eindringung 
Wurzel 
 
Abb. 20 Schritte einer Besiedlung des Wurzelgewebes durch endophytische Bakterien.      (nach Hallmann, 2001) 
Der erste Schritt, das Auffinden der Pflanzenoberfläche, setzt in der Regel eine gewisse Mobilität und 
damit Wanderung der Bakterien voraus. Die Wanderung kann zufallsbedingt sein oder einem chemi-
schen Gradienten folgen. Für Chemotaxis spricht, dass die Wanderung der pflanzenassoziierten Bakte-
rien Pseudomonas fluorescens und Azospirillum brasilense zur Wurzeloberfläche von Weizen durch 
Einsatz bestimmter Sorten bzw. durch synthetische Lockstoffe erhöht werden kann (Bashan, 1986). 
Darüber hinaus scheint das zufällige Auffinden der Wurzel weit verbreitet und erklärt möglicherweise 
die teils hohe Diversität im Endophytenspektrum eines pflanzlichen Genotyps.  
Zur Bedeutung der Anhaftung endophytischer Bakterien an die Pflanzenoberfläche als Voraussetzung 
für die spätere Eindringung liegen nur wenige Untersuchungen vor. Arbeiten mit pathogenen Bakterien 
haben gezeigt, dass im inkompatiblen System die an der Pflanzenoberfläche anhaftenden Bakterien 
strukturelle Veränderungen der Plasmamembran bewirken (Romantschuk, 1992). Als Folge dieser Ver-
änderungen traten Elektrolyte aus der Pflanzenzelle aus und die Zelle starb ab bzw. toxische phenolische 
Substanzen wurden von der Wirtszelle abgegeben und töteten die Bakterien im Apoplasten ab. Im 
Gegensatz dazu konnten Bakterien im kompatiblen System durch eine leichte Degeneration der 
Plasmamembran die Zelle zur Exsudation für das Bakterienwachstum wichtiger Nährstoffe anregen. 
Speziell für endophytische Bakterien wurde die Bedeutung der Anhaftung intensiv am Beispiel der 
Knöllchenbakterien untersucht (Vance, 1983). Danach ist die Anhaftung der Rhizobien an die Wurzel-
oberfläche der Leguminosen Voraussetzung für eine erfolgreiche Etablierung der Symbiose und wird 
durch eine spezifische Bindung der bakteriellen Oberflächenpolysaccharide mit Lektinen der Wurzel-
oberfläche ermöglicht. Die Anhaftung von Alcaligenes faecalis an Reiswurzeln wurde von You et al. 
(1995) untersucht. Durch Einsatz von Tn5-Mutanten, die keine Reaktion auf Lockstoffe zeigten bzw. 
keine Exopolysaccharide bildeten oder diese in stark erhöhter Menge produzierten, konnte die Anhaftung 
in drei Schritte unterteilt werden: 1. Anlagerung des Bakteriums an der Wurzeloberfläche (rasche aber 
schwache Reaktion des Bakteriums mit der Pflanze), 2. Verankerung auf der Wurzeloberfläche (starke 
Reaktion) und 3. erfolgreiche Besiedlung der Wurzeloberfläche und Endorhiza. Vergleichbare Mechanis-
men lassen sich auch für die nicht N-fixierenden endophytischen Bakterien vermuten. Duijff et al. (1997) 
beobachteten bei der Anhaftung von Pseudomonas fluorescens WCS417r an Tomatenwurzeln extrazel-
luläre Strukturen, die möglicherweise für die Anhaftung entscheidend waren. Die Autoren weisen weiter-
hin auf die Bedeutung der O-spezifischen Seitenketten der bakteriellen Lipopolysaccharide für die An-
haftung hin. Mutanten mit einer stark gekürzten Seitenkette hafteten nicht an die Wurzeloberfläche. 
Im dritten Schritt bereiten spezielle Mechanismen der Erkennung zwischen Bakterien und Pflanze die 
spätere Eindringung der Bakterien in die Wurzel vor. Dies kann zum Beispiel die Reaktion eines bakte-
riellen Elicitors mit einem pflanzlichen Rezeptor sein. Dabei dürfen die Bakterien von der Pflanze nicht 
als unerwünschte Organismen erkannt werden, oder aber sie müssen die pflanzlichen Abwehrmecha-
nismen ausschalten bzw. umgehen. Erkennungsmechanismen können nach Vance (1983) zu einem 
frühen Zeitpunkt extrazellulär, oder zu einem späteren Zeitpunkt inter- oder intrazellulär erfolgen. Bei 
einer für das Bakterium positiven Erkennungsreaktion kommt es zu einer erfolgreichen endophytischen 
Besiedlung. Fällt hingegen die Erkennungsreaktion für das Bakterium negativ aus, kann es über eine 
Stimulierung pflanzlicher Abwehrmechanismen wie Hypersensitivität, induzierte Resistenz oder Bildung 
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von Phytoalexinen zur Abwehr des Bakteriums kommen. Die Bedeutung solcher Erkennungs-reaktionen 
für eine erfolgreiche endophytische Besiedlung wurde in der Vergangenheit für Knöllchenbakterien 
beschrieben (Vance, 1983). Ob die nicht N-fixierenden Bakterien über ähnliche Mechanismen verfügen, 
ist bis heute nicht bekannt. Für das Vorliegen von spezifischen Erkennungsreaktionen spricht jedoch, 
dass bei der Vielfalt der Bakterien in Boden, Rhizosphäre und Phyllosphäre nur ganz bestimmte Bakte-
rien die Pflanze besiedeln können. Im einfachsten Fall würde man von einer extrazellulären Erkennung 
ausgehen. Doch was passiert, wenn die pflanzlichen Rezeptoren zerstört werden, wie zum Beispiel durch 
Wunden infolge eines Nematodenbefalls? Eine Antwort hierauf geben Untersuchungen zum Bakterien-
spektrum. Während nach Nematodenbefall die endophytische Besatzdichte in Baumwollwurzeln um das 
6fache und im Spross um das 2fache ansteigt, veränderte sich die Bakteriendiversität nicht (Hallmann et 
al., 1998b). Die dominierenden Bakteriengattungen in der Kontrolle (Agrobacterium 23 %, Pseudomonas 
19 %) dominierten mit jeweils 19 % auch das Bakterienspektrum nach Nematodenbefall. Möglicher-
weise wurden extrazelluläre Erkennungsprozesse nach erfolgter Verwundung durch den Nematoden 
durch inter- oder intrazelluläre Erkennungsprozesse ersetzt. Möglicherweise hatte diese Form der Ver-
wundung aber auch keinen selektiven Einfluss auf die Eindringung der Bakterien. 
Die Eindringung der Bakterien in das Pflanzengewebe ist der letzte und entscheidende Schritt der 
endophytischen Besiedlung. Als Eintrittswege sind bekannt: 1. natürliche Öffnungen (Hydathoden, 
Stomata, Lentizellen), 2. Wunden (durch Abreiben an Bodenpartikeln, Pathogenbefall, Seitenwurzel-
bildung, Hagel, Pflegemaßnahmen) und 3. Mikroporen im pflanzlichen Abschlussgewebe. Den bedeu-
tendsten Eintrittsweg für endophytische Bakterien stellen vermutlich Wunden dar, die während des 
Pflanzenwachstums natürlicherweise auftreten, wie z. B. beim Durchbrechen junger Seitenwurzeln durch 
die Epidermis. Aufgrund der hohen Exsudation werden diese Bereiche besonders stark von Bakterien 
besiedelt (Agarwhal und Shende, 1987; Hallmann et al., 2001; Jacobs et al., 1985; Lamb et al., 1996; 
Mahaffee et al., 1997; Patriquin und Döbereiner, 1978; Reinhold und Hurek, 1988; Wiehe et al., 1994). 
Da in Verbindung mit der Seitenwurzelbildung feine Risse die Endodermis durchziehen, können 
Bakterien von der Wurzelrinde unmittelbar durch die Endodermis in die Leitgefäße einwandern 
(Mahaffee et al., 1997; Reinhold und Hurek, 1988). Im Falle der Besiedlung von Kiefernsämlingen ist 
die Seitenwurzelbildung sogar Voraussetzung für die endophytische Besiedlung mit Bacillus polymyxa 
(Shishido et al., 1995). Entsprechend der Seitenwurzelbildung fördern auch Wunden hervorgerufen durch 
biotische bzw. abiotische Faktoren die Eindringung endophytischer Bakterien (Hallmann et al., 2001). 
Bei jungem Pflanzengewebe scheint die Eindringung erleichtert zu sein, da das Gewebe noch weich und 
wenig differenziert ist.  
Außer der Funktion und Bedeutung verschiedener Eintrittswegen für endophytische Bakterien stellt sich 
die Frage, ob die Eindringung eher passiv oder aktiv verläuft. Eine rein passive Eindringung kann für 
natürliche Öffnungen wie Stomata und Hydathoden angenommen werden. Ob eine passive Aufnahme 
auch über Wunden möglich ist, wurde mit lebenden und durch Vorbehandlung mit 1 % Glutaraldehyd 
abgetöteten Zellen von Enterobacter asburiae JM22 an Wurzeln und Blättern von Baumwolle untersucht 
(Quadt-Hallmann et al., 1997a). Bei der Blattapplikation wurde der Bakteriensuspension Karborundum 
zugesetzt, um über die dadurch erzielte Verwundung der Blätter eine bessere Eindringung des 
Bakteriums zu erzielen. Während lebende Zellen von E. asburiae JM22 sowohl in den Wurzeln als auch 
in den Blätter von Baumwolle mittels ELISA nachgewiesen werden konnten, war ein Nachweis 
abgetöteter Zellen von JM22 im Blattgewebe und der Wurzel nicht möglich. Da trotz Verwundung keine 
Aufnahme zuvor abgetöteter Bakterien erfolgte, scheint ein passiver Mechanismus eher unwahrschein-
lich zu sein.  
Weiterführende Untersuchungen mit Sämlingen deuten vielmehr auf das Vorliegen aktiver 
Eindringungsmechanismen hin. Werden Sämlinge unter möglichst ungestörten Bedingungen in Flüssig-
kultur oder auf Wasseragar angezogen und mit endophytischen Bakterien vor der Bildung von Seiten-
wurzeln inokuliert, kommt es dennoch zu einer erfolgreichen endophytischen Besiedlung (Levanoy et al., 
1989; Quadt-Hallmann et al., 1997a). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass endophytische Bakterien in 
unmittelbarer Nähe zur Wurzelepidermis cellulolytische Enzyme bilden, die möglicherweise die Eindrin-
gung des Bakteriums unterstützen (Benhamou et al., 1996). Interessanterweise wurden diese celluloly-
tischen Enzyme nach Etablierung des Bakteriums im Wurzelgewebe nicht mehr beobachtet. Dies macht 
Sinn, denn mit weiterer Zerstörung des Pflanzengewebes würde es sich um einen Pathogen handeln. Auf 
eine Beteiligung cellulolytischer und pektinolytischer Enzyme für die Eindringung wird auch bei 
Rhizobien hingewiesen (Vance, 1983).  
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Hiermit stellt sich die Frage nach den zugrundeliegenden Steuerungsmechanismen. Weshalb ist die Bil-
dung hydrolytischer Enzyme bei endophytischen Bakterien zeitlich begrenzt, nicht aber bei Pathogenen? 
Möglicherweise werden die hydrolytischen Enzyme nicht von den endophytischen Bakterien sondern 
von der Pflanze selbst infolge der spezifischen Erkennung Endophyt/Pflanze gebildet. So können spezi-
fische bakterielle Polysaccharide die pflanzliche Zellwand sowie Membranen passieren und den Zellkern 
zur Enzymbildung anregen. Neben der Beteiligung hydrolytischer Enzyme können Bakterien durch ihre 
Stoffwechselprodukte den Eindringungsprozess zusätzlich unterstützen. Untersuchungen an Rhizobium 
trifolii zeigten, dass durch Applikation zellfreier Bakterienexsudate vor der eigentlichen Bakterienino-
kulation die Besiedlung der Wurzelhaare von Weißklee mit R. trifolii stimuliert werden konnten 
(Beringer et al. in Vance, 1983). Darüber hinaus können bakterielle Stoffwechselprodukte von endophy-
tischen Bakterien oder Rhizosphärebakterien bestimmte Rhizobiumarten sogar zur Besiedlung von 
Nicht-Wirtspflanzen bewegen (Sturz et al., 1997). 
Letztendlich sei noch darauf hingewiesen, dass nicht alle in der Rhizosphäre auftretenden potenziellen 
endophytischen Bakterien auch wirklich in die Wurzel eindringen. You und Zhou (1989) schätzten für 
die Besiedlung von Reis durch Alcaligenes faecalis, dass nur ca. 10 % der auf der Wurzeloberfläche 
befindlichen Bakterien auch tatsächlich in das Wurzelgewebe eindrangen. Wie bereits zuvor erwähnt, 
sind der endophytischen Besiedlung natürliche Grenzen gesetzt. So überschreitet die endophytische 
Besatzdichte selten 103 - 105 cfu/g Pflanzenfrischgewicht. Diese Obergrenze der Besatzdichte wird neben 
der Eindringung durch die Vermehrung endophytischer Bakterien in der Pflanze erreicht. So wiesen 
Hurek et al. (1994) mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen eine inter- und intrazelluläre 
Vermehrung von Azoarcus sp. in Wurzeln von Reis und ‘Kaller Gras‘ (Leptochloa fusca) nach. Dem-
gegenüber vermuten Lamb et al. (1996), dass die gleichmäßig hohe Besiedlungsdichte von Pseudomonas 
aureofaciens in Mais auf eine kontinuierliche Besiedlung der jeweils neu gebildeten Seiten- und Kronen-
wurzeln zurückzuführen ist. Andererseits lassen Faktoren, wie die Allgegenwärtigkeit endophytischer 
Bakterien in Pflanzen, ihr Anstieg bis auf bestimmte Obergrenzen und die Verfügbarkeit von Nährstoffen 
im Apoplasten eher eine aktive Vermehrung im Pflanzengewebe vermuten. Auch die Tatsache, dass die 
von endophytischen Bakterien besiedelten Habitate in der Regel dicht mit Bakterien gefüllt sind 
(Hallmann et al., 2001; Quadt-Hallmann et al., 1996), deutet auf eine Vermehrung der Bakterien im 
Pflanzengewebe hin. Chen et al. (1995) berichten in diesem Zusammenhang, dass nach künstlicher 
Injektion von Pseudomonas corrugata CC-471 mit 1,0 x 103 bzw. 1,0 x 106 cfu/ml die Bakteriendichte 
im Spross innerhalb von 3 Tagen auf 1,8 x 106 bzw. 4,3 x 106 cfu/g anstieg, dann wieder abfiel und nach 
28 Tagen unabhängig der Aufwandmenge bei 1,0 x 103 cfu/g lag. 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass auf die anfangs gestellte Frage zur Bedeutung der endophytischen 
Lebensweise für den Bekämpfungserfolg keine befriedigende Antwort gefunden werden konnte. Die 
endophytische Lebensweise antagonistischer Bakterien scheint nicht Voraussetzung für eine gute Wirk-
samkeit biologischer Bekämpfungsverfahren zu sein, sie kann aber möglicherweise aufgrund des engen 
Kontaktes zwischen Bakterien und Pflanze sowie des weitgehenden Schutzes der Bakterien im Pflanzen-
innern vor äußeren Einflüssen die Wirkungseffektivität und Wirkungsdauer positiv beeinflussen. 
Einflussfaktoren 
Die antagonistische Wirkung eines Bakteriums gegen pflanzenparasitäre Nematoden wird durch zahl-
reiche biotische und abiotische Umweltfaktoren beeinflusst. So beanspruchen zum Beispiel Pflanze, 
Nematode und Antagonist in der Regel unterschiedliche Temperaturen für eine optimale Entwicklung. 
Ähnlich verhält es sich mit Faktoren wie Boden-pH, Bodenstruktur sowie Wasser- und Nährstoffhaushalt 
(Digat und Mattar, 1990; Hackenberg und Sikora, 1994; Upadhyay et al., 1991). Inter- und intraspezi-
fische Konkurrenz kann für den einen Organismus innerhalb der tritrophischen Wechselbeziehung 
stärker sein als für den anderen. Ein besseres Wissen über die für die Wechselbeziehungen zwischen 
Pflanze, Nematode und Antagonist wichtigsten Einflussfaktoren kann langfristig zu einem höheren 
Wirkgunsgrad und einer verbesserten Wirkungssicherheit antagonistischer Bakterien beitragen. Aus der 
Liste möglicher Einflussfaktoren wurden folgende in ihrer Wirkung auf antagonistische Bakterien unter-
sucht: Konkurrenz, Nematodenbefall und Pflanzenschutzmittel. Die Untersuchungen wurden an ver-
schiedenen Wirt/Parasitbeziehungen durchgeführt. 
 Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
62 Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003 
Konkurrierende Bakterien: Ein Bakterium, dass ein Habitat zuerst besiedelt, kann dadurch die weitere 
Besiedelung mit anderen Bakterien bzw. anderen Organismen ausschließen (engl.: first come - first serve 
strategy). Diese Strategie kann für eine biologische Bekämpfung gezielt genutzt werden. Wird eine von 
Pathogenen bevorzugte ökologische Nische frühzeitig von Antagonisten besiedelt, kann ein Befall mit 
dem Pathogen bzw. dessen Ausbreitung in der Regel vermindert und/oder verhindert werden. Untersu-
chungen an Kartoffeln cv. 'Hansa' mit zwei antagonistischen Bakterien zeigten, dass es bei einer Appli-
kation von Rhizobium etli G12 drei Tage vor der Applikation mit Bacillus sphaericus B43 zu einer 
intensiven Besiedlung der Wurzel mit R. etli G12 kommt (Abb. 21A). Werden beide Bakterien zeitgleich 
ausgebracht, ist die Besiedlungsdichte von R. etli G12 geringer (Abb. 21B) und wird R. etli G12 nach B. 
sphaericus B43 appliziert, kann es sich erst gar nicht etablieren (Abb. 21C). 
Positiv-Kontrolle
Negativ-Kontrolle
Gießbehandlung 
Positiv-Kontrolle
Negativ-Kontrolle
Gießbehandlung 
Positiv-Kontrolle
Negativ-Kontrolle 
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Abb. 21 Visualisierung von Rhizobium etli G12 auf Kartoffelwurzeln nach Gießbehandlung mit dem Bakterium 3 
Tage vor (A), zeitgleich (B) und 3 Tage nach Behandlung der Wurzeln mit Bacillus sphaericus B43 (C). 
Für den Nachweis von R. etli G12 wurden primäre Antikörper in der Verdünnung 1:500 und sekundäre 
Antikörper gekoppelt mit alkalischer Phosphatase in der Verdünnung 1:1000 verwendet. Die von R. etli 
G12 besiedelten Wurzelbereiche sind violett gefärbt. In der Negativkontrolle wurden die Kartoffeln nicht 
mit R. etli G12 behandelt.                                            (Azemoun, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
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Besiedeln die Bakterien jedoch unterschiedliche Habitate, kommt es zu keiner bzw. sehr viel geringeren 
gegenseitigen Beeinflussung. Dies jedenfalls zeigten die Ergebnisse aus Untersuchungen mit dem 
systemischen endophytischen Besiedler Enterobacter asburiae JM22 in Kombination mit dem lokalen 
endophytischen Besiedler Paenibacillus macerans Tri2-10 bzw. dem ausschließlichen Rhizosphärebe-
siedler Micrococcus agilis 2RD-11. Bei alleiniger Applikation der Bakterien lag die endophytische 
Besatzdichte von E. asburiae JM22 mit 7,2 x 103 cfu/g Wurzelfrischgewicht signifikant über der von 
P. macerans Tri2-10 mit 43 cfu/g Wurzelfrischgewicht (Abb. 22). M. agilis 2RD-11 besiedelte die 
Wirtspflanze wie erwartet nicht endophytisch. Bei gleichzeitiger Applikation der Endophyten 
E. asburiae JM22 und P. macerans Tri2-10 war die jeweilige Besatzdichte der beiden Bakterien deutlich 
geringer als bei ihrer alleinigen Applikation. Wurde E. asburiae JM22 gleichzeitig mit dem Rhizosphäre-
besiedler M. agilis 2RD-11 inokuliert, so war keine Beeinflussung der endophytischen Besatzdichte von 
JM22 gegenüber einer alleinigen Applikation feststellbar. 
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Abb. 22 Endophytische Besatzdichte von Enterobacter asburiae JM22 (JM22) bzw. Micrococcus agilis 2RD-11 
(Ma) und Paenibacillus macerans Tri2-10 (Pm) nach alleiniger bzw. kombinierter Applikation an 
Baumwolle. Mittelwerte mit dem gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 5).                                                  (nach Quadt-Hallmann et al., 1996) 
Für die oberirdischen Pflanzenorgane konnte gezeigt werden, dass eine gute Besiedlung der Kotyledonen 
durch E. asburiae JM22 (5,2 x 103 cfu/g Frischgewicht) erfolgte und zwar unabhängig davon, ob 
E. asburiae JM22 allein oder in Kombination mit P. macerans Tri2-10 bzw. M. agilis 2RD-11 appliziert 
wurde (nicht dargestellt). Weder P. macerans Tri2-10 noch M. agilis 2RD-11 traten als Konkurrenten 
von E. asburiae JM22 auf. Dies ist verständlich, wenn man bedenkt, dass P. macerans Tri2-10 die 
Pflanze nur lokal und M. agilis 2RD-11 die Pflanze überhaupt nicht besiedelt. Für den praktischen 
Einsatz biologischer Bekämpfungsverfahren ergibt sich daraus die Konsequenz, dass eine gemeinsame 
Applikation von Bakterien mit unterschiedlichen Wirkungsmechanismen, die aber die gleiche ökolo-
gische Nische besetzen, wenig sinnvoll ist. 
Aber nicht nur zwischen antagonistischen Bakterien können Konkurrenzsituationen auftreten, sondern 
auch zwischen antagonistischen Bakterien und Pilzen. So zeigten Untersuchungen zum Auftreten 
endophytischer Bakterien und Pilze in Mais, dass die höchsten Bakteriendichten in Regionen mit 
niedriger Pilzbesiedlung auftraten (Fisher et al., 1992). Darüber hinaus waren endophytische Bakterien 
hauptsächlich in der Wurzel und Sprossbasis zu finden, wohingegen die endophytischen Pilze in der 
Sprossmitte dominierten. Für die Praxis vorteilhaft wäre demnach eine kombinierte Applikation von 
antagonistischen Bakterien und Pilzen, die dann einen gleichzeitigen Schutz der Pflanze vor Wurzel-
pathogenen und Welkeerregern bieten könnten. Bakterien und Pilze müssen sich aber nicht immer 
ausschließen. Mahaffee et al. (1997) berichten, dass ein Wurzelbefall von Bohnen mit dem pilzlichen 
Pathogen Rhizoctonia solani die Besiedlung der Pflanze mit dem Antagonisten Pseudomonas fluorescens 
89B-27 sogar förderte. Inwieweit dadurch eine insgesamt bessere Bekämpfung des Pathogens erzielt 
wurde, blieb jedoch unbeantwortet. Eine erhöhte Besiedlung der Pflanze mit antagonistischen Bakterien 
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wird auch nach Befall mit pflanzenparasitären Nematoden beobachtet (Hallmann et al., 1998b), wie im 
folgenden Abschnitt näher erläutert wird. 
Pflanzenparasitäre Nematoden: Pflanzenparasitäre Nematoden können unmittelbaren Einfluss auf die 
Besatzdichte antagonistischer Bakterien und damit möglicherweise auch auf den Bekämpfungserfolg 
nehmen (Hallmann et al., 1998b). Dabei beeinflussen Nematoden die Besatzdichte der Bakterien über 
eine erhöhte Wurzelexsudation, Schaffung von Eintrittspforten und physiolgische Veränderungen in der 
Wirtspflanze. Im einzelnen ergeben sich folgende Fragestellungen: 
 Welchen Einfluss hat ein Nematodenbefall auf die Besatzdichte der Bakterien und Pilze in Wurzel 
und Spross? 
 Inwieweit wird das Bakteriumspektrum durch den Nematodenbefall verändert? 
 Können Bakterien die Nematoden als Transportvehikel nutzen? 
Die Beantwortung dieser Fragen trägt zu einem besseren Verständnis der Wechselwirkungen zwischen 
antagonistischen Bakterien, pflanzenparasitären Nematoden und der Wirtspflanze bei. So wären zum 
Beispiel antagonistische Bakterien, die durch Nematodenbefall gefördert werden, für die biologische Be-
kämpfung besonders geeignet. In den folgenden Untersuchungen wurde die Wirkung eines Nematoden-
befalls auf das natürliche Spektrum endophytischer Bakterien in Baumwolle sowie auf die Abundanz-
dynamik eines lokal und systemisch besiedelnden endophytischen Bakteriums untersucht. 
Die Untersuchungen erfolgten in einem von pflanzenparasitären Nematoden freien, ansonsten aber 
weitgehend ungestörten Boden. Die Versuchserde stammte von einer Freilandfläche, die 20 Monate vor 
Versuchsbeginn mit Methylbromid behandelt wurde. Die Erde war zu Versuchsbeginn frei von pflanzen-
parasitären Nematoden und zeigte ein natürliches Bakterienspektrum. Die Hälfte der Versuchspflanzen 
wurde mit 3000 Larven von M. incognita pro Pflanze infiziert. Der Nematodenbefall führte zu einer 
signifikanten Erhöhung der natürlich vorkommenden endophytischen Bakterienflora in Baumwoll-
wurzeln. Die durchschnittliche Besatzdichte endophytischer Bakterien unter Nematodenbefall betrug 
6,5 x 105 cfu/g Wurzelfrischgewicht und war damit ca. 6 mal höher als in der Kontrolle mit 
1,0 x 105 cfu/g Wurzelfrischgewicht (Tabelle 20). Auch die Besatzdichte endophytischer Pilze lag nach 
Inokulation mit M. incognita (29 cfu/g Wurzelfrischgewicht) höher als in der Kontrolle (11 cfu/g 
Wurzelfrischgewicht). Gegenüber der Wurzel war die Besatzdichte endophytischer Bakterien im Spross 
niedriger und lag bei 6,2 x 102 cfu/g Sprossfrischgewicht in der Kontrolle bzw. 1,2 x 103 cfu/g Spross-
frischgewicht nach Inokulation mit M. incognita. Der Anteil endophytischer Pilze im Spross lag jeweils 
unterhalb der Nachweisgrenze von 10 cfu/g Sprossfrischgewicht. Die nematologische Bodenunter-
suchung bestätigte, dass M. incognita natürlicherweise nicht in der Kontrolle auftrat (Tabelle 20). 
Demgegenüber wurden nach Inokulation mit M. incognita 161 Larven/100 cm³ Boden gezählt. Der An-
teil saprophytischer Nematoden war in beiden Varianten vergleichbar hoch. Die Inokulation der Baum-
wolle mit M. incognita hatte keinen Einfluss auf das Spross- und Wurzelfrischgewicht, obwohl mit 
einem durchschnittlichen Gallindex von 4,9 bzw. 183 Gallen pro Wurzelsystem ein deutlicher Nema-
todenbefall vorlag (nicht dargestellt). 
Tab. 20 Einfluss von Meloidogyne incognita auf die Besatzdichte natürlich vorkommender endophytischer 
Bakterien und Pilze in der Wurzel und im Spross von Baumwolle sowie auf die Nematodendichte im 
Boden 
 Endophytische Besatzdichten (cfu/g) Anzahl Nematoden/100 cm³ 
Boden 
 Wurzel Blätter  
 Bakterien Pilze Bakterien Pilze M. incognita Saprophyten 
Kontrolle 
M. incognita 
1,0 x 105 
6,5 x 105* 
11 
29 
6,2 x 102 
1,2 x 103 
n.w.1 
n.w. 
  0 
161* 
148 
155 
Mit * gekennzeichnete Mittelwerte innerhalb einer Spalte sind signifikant verschieden nach Student‘s t-Test (P = 0,05, n = 8).  
1 n.w. = nicht nachweisbar, die Anzahl pilzlicher cfu lag unterhalb der Nachweisgrenze von 10 cfu/g  
(nach Hallmann et al., 1998b) 
Der Einfluss des Nematodenbefalls auf das natürliche Spektrum endophytischer Bakterien ist in Tabelle 
21 dargestellt. Bei 25 charakterisierten Bakterienisolaten pro Pflanze wurden zwischen 9 und 14 ver-
schiedene Arten in den jeweiligen Behandlungen beobachtet, wobei jede Art mit 1 bis 11 Individuen pro 
Pflanze vertreten war. Gram-positive Bakterien traten vereinzelt in der Kontrolle (2,1 %), nicht aber nach 
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Nematodeninokulation auf. Agrobacterium radiobacter war die am häufigsten auftretende Art in 
unbehandelten (21,9 %) und mit Nematoden behandelten (18,6 %) Pflanzen. Demgegenüber wurde 
Brevundimons vesicularis primär von unbehandelten Pflanzen isoliert (12,6 %) und weniger von 
Nematoden-behandelten Pflanzen (4,0 %). Burkholderia pickettii (8,6 %) und Alcaligenes xylosoxydans 
(4,7 %) wurden ausschließlich in Nematoden-behandelten Pflanzen beobachtet und Variovorax 
paradoxus trat häufiger in Nematoden-behandelten (11,2 %) als in unbehandelten (3,3 %) Pflanzen auf. 
Die Gattung Pseudomonas war zu gleichen Teilen in Nematoden-behandelten (18,8 %) und unbe-
handelten (18,7 %) Pflanzen vertreten, wobei keine der insgesamt 8 Arten dieser Gattung dominierte. 
Tab. 21 Einfluss eines Meloidogyne incognita Befalls auf das Spektrum natürlich vorkommender endophytischer 
Bakterien in Baumwollwurzeln 
 Kontrolle Meloidogyne incognita 
Bakterienarten positive 
Wieder-
holungen1 
Durch-
schnitt2 
Streuung3 positive 
Wieder-
holungen1 
Durch-
schnitt2 
Streuung3 
Agrobacterium radiobacter 
Brevundimonas diminuta 
B. vesicularis 
Burkholderia cepacia 
B. pickettii 
Flavobacterium resinovorum 
Phyllobacterium myrsinacearum 
P. rubiacearum 
Pseudomonas aeruginosa 
P. fluorescens 
P. marginalis 
P. mendocina 
P. putida 
P. rubrisubalbicans 
P. stutzeri 
P. syringae 
Pseudomonas, gesamt 
Variovorax pradoxus 
Sonstige* 
 
Gesamt 
Anzahl Arten 
5 
3 
6 
3 
0 
4 
2 
3 
4 
1 
0 
0 
4 
3 
1 
1 
6 
3 
 
 
 
21,9 
  3,3 
12,6 
  2,7 
     0 
  4,7 
  1,3 
  8,6 
  7,3 
  3,3 
     0 
     0 
  4,7 
  2,0 
  0,7 
  0,7 
18,7 
  3,3 
  4,2 
 
100 
    33 
  0-11 
0-2 
1-6 
0-2 
   0 
0-3 
0-1 
0-8 
0-4 
0-5 
   0 
   0 
0-3 
0-1 
0-1 
0-1 
  1-11 
0-3 
4 
0 
3 
4 
5 
4 
2 
3 
1 
4 
1 
2 
5 
2 
1 
1 
6 
5 
18,6 
     0 
  4,0 
  5,3 
  8,6 
  7,9 
  2,0 
  4,0 
  2,7 
  4,0 
  0,7 
  2,7 
  6,0 
  1,3 
  0,7 
  0,7 
18,8 
11,2 
  0,1 
 
100 
    29 
 0-10 
0 
0-3 
0-4 
0-5 
0-5 
0-2 
0-3 
0-4 
0-2 
0-1 
0-2 
0-4 
0-1 
0-1 
0-1 
3-9 
0-7 
1 Anzahl der Wiederholungen, in denen die Bakterienart auftrat (von insgesamt 6 Wiederholungen); 2 Relativer Anteil der 
Bakterienart an der gesamten Bakterienflora (gesamte Bakterienflora = 100 %); 3 Streuung der Bakterienhäufigkeit innerhalb der 
6 Wiederholungen; * Bakterien mit Besatzdichten < 4 %: Micrococcus halobius, M. luteus, Pediococcus pentosaceus, 
Acetobacter pasteurianus, Acidovorax delafieldii, Aeromonas salmonicida, A. rubi, Alcaligenes piechaudii, A. xylosoxydans, 
Azospirillum brasiliense, Gluconobacter oxidans, Chryseobacterium balustinum, Comamonas acidovorans, C. testosteroni, 
Cytophaga johnsonae, Erwinia carotovorum, E. chrysanthemi, Kluyvera cryocrescens, Neisseria mucosa, Pantoea stewartii, 
Photobacterium angustum, Sphingomonas capsulata, S. paucimobilis, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae, 
Xanthobacter agilis, Xanthomonas campestris; Die Charakterisierung des Bakterienspektrums basiert auf 25 Isolaten pro 
Wiederholung und 6 Wiederholungen pro Behandlung.                                                                      (nach Hallmann et al., 1998b) 
Die Bakteriendiversität, ausgedrückt als Richness N0, Diversity N1 und Diversity N2 wurde durch 
Nematodenbefall tendenziell erhöht (Tabelle 22). Die Unterschiede waren aber nicht signifikant. Der 
Eveness Index E5 ließ keinen Unterschied zwischen den beiden Behandlungen erkennen. 
Tab. 22 Einfluss von Meloidogyne incognita auf die Diversität natürlich vorkommender endophytischer Bakte-
rien in den Wurzeln von Baumwolle 
 Richness N01 Diversity N12 Diversity N23 Eveness E54 
Kontrolle 
M. incognita 
8,0 
9,2 
8,3 
9,1 
6,4 
7,1 
0,71 
0,74 
Die Mittelwerte innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Student‘s t-Test (P = 0,05, n = 6);. 1 Richness ist 
ein Maß für die Anzahl Arten; 2 N1 ist ein Maß für die Häufigkeit der Arten; 3 N2 ist ein Maß für die Häufigkeit besonders 
seltener Arten; 4 E5 nähert sich 1 an, wenn alle Arten innerhalb einer Probe gleichmäßig vertreten sind 0. 
(nach Hallmann et al., 1998b) 
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Sollen antagonistische Bakterien in der biologischen Bekämpfung von pflanzenparasitären Nematoden 
eingesetzt werden, müssen sie auch unter Nematodenbefall die Pflanze intensiv besiedeln können. Dies 
trifft für die meisten Rhizosphärebakterien zu. Doch wie sieht dies für endophytische Antagonisten aus 
und sind Unterschiede zwischen einem lokalen und einem systemischen Besiedler zu erwarten. Unter-
suchungen mit dem Antagonisten und lokalen Besiedler Pseudomonas fluorescens 89B-61 an Baum-
wolle zeigten, dass ein Befall der Pflanze mit M. incognita zu einer signifikant höheren endophytischen 
Besiedlungsdichte von P. fluorescens 89B-61 führt (Tabelle 23). Die endophytische Besatzdichte von P. 
fluorescens 89B-61 war in Anwesenheit von M. incognita mit 3,9 x 104 cfu/g Wurzelfrischgewicht höher 
als in nicht-befallenen Pflanzen mit 2,0 x 103 cfu/g Wurzelfrischgewicht. Die niedrigste Bakteriendichte 
wurde mit 13 cfu/g Wurzelfrischgewicht in der Kontrolle gemessen. Wie parallel durchgeführte ELISA-
Tests zeigten, lag in den mit P. fluorescens 89B-61 inokulierten Pflanzen der Anteil anderer endophy-
tischer Bakterien unter 1% (nicht dargestellt). Die Applikation mit P. fluorescens 89B-61 führte darüber 
hinaus zu einem signifikant höheren Sprossfrischgewicht gegenüber der Kontrolle, hatte aber keinen Ein-
fluss auf das Wurzelfrischgewicht. In den mit M. incognita inokulierten Pflanzen wurden durchschnitt-
lich 110 Gallen gezählt.  
Tab. 23 Einfluss von Meloidogyne incognita auf das Wachstum von Baumwolle und deren endophytische 
Besiedlung mit dem Antagonisten Pseudomonas fluorescens 89B-61 
  Sprossfrischgewicht (g) Wurzelfrischgewicht (g) Anzahl Gallen cfu/g WG 
Kontrolle 
89B-61 
89B-61 / M. incognita
1,70 c 
2,07 b 
2,42 a 
1,66 
1,35 
1,59 
0,38 b 
0,50 b 
110 a 
13 c 
2,0 x 103 b 
3,9 x 104 a 
Mittelwerte mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan’s Multiple Range 
Test (P = 0,05, n = 8).                                                                                                                             (nach Hallmann et al., 1998) 
Die Untersuchungen zum Einfluss von M. incognita auf die Besatzdichte eines systemischen Besiedlers 
wurden an Gurke cv. SMR58 durchgeführt (Hallmann et al., 1998). Da kein antagonistisches Bakterium 
mit systemischen Besiedlungseigenschaften zur Verfügung stand, wurden die Untersuchungen mit 
Enterobacter asburiae JM22 durchgeführt. Wie bereits zuvor für den lokalen Besiedler P. fluorescens 
89B-61 beschrieben, wirkte sich auch hier ein Nematodenbefall positiv auf die Besatzdichte von E. 
asburiae JM22 aus (Abb. 23). Die Besatzdichte von E. asburiae JM22 war sowohl 13 Tage als auch 26 
Tage nach Nematodeninokulation erhöht. Die höchste Bakteriendichte wurde mit 3,2 x 105 cfu/g 
Wurzelfrischgewicht bei einer Inokulationsdichte von 3000 Larven (3,2 x 105 cfu/g Wurzelfrischgewicht) 
nach 26 Tagen beobachtet. In der nicht mit M. incognita behandelten Variante betrug die endophytische 
Besatzdichte 3,2 x 103 cfu/g Wurzelfrischgewicht nach 13 Tagen bzw. 7,8 x 103 cfu/g Wurzelfrisch-
gewicht nach 26 Tagen. Die in diesem Versuch eingesetzten unterschiedlichen Larvenmengen hatten 
keinen Einfluss auf das Spross- und Wurzelfrischgewicht der Gurken (Tabelle 24). Demgegenüber stieg 
der Gallindex mit zunehmender Inokulationshöhe von 0,75 (0 Larven) auf 7,25 (3000 Larven) an. Das 
Auftreten von Gallen in der nicht mit M. incognita inokulierten Variante ist vermutlich auf eine Konta-
mination mit Nematoden nach dem Aufstellen der Versuchstöpfe im Gewächshaus zurückzuführen. 
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Abb. 23: Besatzdichte endophytischer Bakterien in Gurke in Abhängigkeit des Nematodenbefalls. Die 
Gurkensamen wurden zu Versuchsbeginn mit Enterobacter asburiae JM22 behandelt. Die endophytische 
Besatzdichte wurde 13 und 26 Tage nach Inokulation (Days After Inoculation, DAI) mit Meloidogyne 
incognita ermittelt. Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 4).  
(nach Hallmann et al., 1998) 
 
Tab. 24 Einfluss der Inokulationshöhe von Meloidogyne incognita auf das Pflanzenwachstum und den Nema-
todenbefall an Gurke 
  Sprossfrischgewicht (g) Wurzelfrischgewicht (g) Gallindex1 
Anzahl inokulierter Larven 13 DAI2 26 DAI 13 DAI 26 DAI 26 DAI 
0 
300 
700 
1000 
1500 
3000 
1,77 
1,63 
1,29 
1,29 
1,43 
1,65 
3,73 
3,86 
4,14 
3,83 
3,77 
3,97 
1,90 
1,26 
0,95 
1,13 
1,19 
1,24 
3,19 
3,35 
3,33 
2,84 
2,83 
3,33 
0,75 d 
1,67 cd 
4,00 bc 
4,00 bc 
5,50 ab 
7,25 a 
Mittelwerte mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range 
Test (P = 0,05, n = 8). 1  Gallindex auf einer Skala von 0 (keine Gallen) bis 10 (extreme Vergallung) (Zeck, 1971); 2 DAI (engl.: 
Days After Inoculation) = Anzahl Tage nach Inokulation mit Meloidogyne incognita.                      (nach Hallmann et al., 1998) 
Wie die vorherigen Ausführungen zeigten, erhöht Nematodenbefall die endophytische Besatzdichte von 
Bakterien. Bleibt noch die Frage zu klären, ob diese Erhöhung der endophytischen Besatzdichte allein 
auf die Schaffung von Eintrittspforten für die Bakterien zurückzuführen ist, oder ob pflanzenparasitäre 
Nematoden auch direkt Bakterien in die Wurzel transportieren können. Werden zum Beispiel 
M. incognita-Larven mit E. asburiae JM22 behandelt und auf ein Nährmedium gegeben, so kann eine 
Kette von Bakterienkolonien entlang der Nematodenspuren beobachtet werden (Abb. 24). Auffällig ist, 
dass die Bakterien in zwei parallelen Spuren angeordnet waren, was auf die schlängelnde Vorwärts-
bewegung der Nematoden zurückzuführen ist. Einzelne Bakterienkolonien waren bis zu einer Entfernung 
von > 10 cm vom Inokulationspunkt nachweisbar. In den Kontrollen wurden nur vereinzelt Kolonien, 
nicht aber die bei einer Behandlung mit E. asburiae JM22 typische Aneinanderreihung von Kolonien 
beobachtet. Die Ergebnisse zeigten, dass endophytische Bakterien von Nematodenlarven über eine 
gewisse Distanz transportiert werden können, wobei der Transport der Bakterien vermutlich in dem die 
Nematoden umgebenden Wasserfilm erfolgte. Vergleichbare Bedingungen treten auch im Boden auf, so 
dass grundsätzlich von einem Transport der Bakterien durch pflanzenparasitäre Nematoden auszugehen 
ist. 
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Abb. 24 Bakterienwachstum von Enterobacter asburiae JM22 auf Wasseragar entlang der Kriechspuren von 
Meloidogyne incognita Larven. Nematoden und Bakterien wurden in die Mitte der Petrischale inokuliert.  
(nach Hallmann et al., 1998) 
Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (siehe Anhang) wurde untersucht, ob einzelne Bakterien auch 
auf der Kutikula der Larven anhaften können. Selbst nach Probenaufbereitung der Larven in insgesamt 
19 Präparations- und Waschschritten waren einzelne Zellen von E. asburiae JM22 noch auf der Kutikula 
von M. incognita nachweisbar (Abb. 25). Demgegenüber wurden in der Kontrolle keine anhaftenden 
Bakterien beobachtet. Die insgesamt jedoch niedrige Anzahl am Nematoden anhaftender E. asburiae 
JM22 Bakterien schließt einen spezifischen Adhäsionsmechanismus, wie er zum Beispiel für Pasteuria 
penetrans beschrieben ist (Davies et al., 1992), weitgehend aus. Die Bedeutung der an Nematoden anhaf-
tenden Bakterien für eine endophytische Besiedlung ist schwer einzuschätzen. Grundsätzlich mögen 
bereits einzelne an Nematoden anhaftende Bakterien zur Etablierung einer endophytischen Mikroflora 
ausreichen. Gegenüber der Bakterieneindringung über Öffnungen und Wunden (S. 56 ff) scheinen 
Nematoden als Vektoren für die endophytische Besiedlung von Pflanzen aber nur von untergeordneter 
Bedeutung zu sein. 
 
Abb. 25 Anhaftung von Enterobacter asburiae JM22 an die Kutikula einer Meloidogyne incognita Larve. 
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerungsbalken = 2 µm.  (nach Hallmann et al., 1998) 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein Befall der Wirtspflanze mit M. incognita die 
Besatzdichte antagonistischer Bakterien um das zweifache (P. fluorescens 89B-61 im Blatt) bis 20fache 
(P. fluorescens 89B-61 in der Wurzel) erhöhen kann. Dabei ist die höhere Besatzdichte antagonistischer 
Bakterien in der Wurzel gegenüber dem Blatt vermutlich auf die intensive Verwundung der Wurzel 
durch den Nematoden und damit die Schaffung von Eintrittspforten zurückzuführen. Hohe Besatzdichten 
von Bakterien in den Wurzeln erfordern auch eine hohe Versorgung mit Nährstoffen. Da es infolge des 
Nematodenbefalls zu einer verstärkten basipetalen Verlagerung von Assimilaten in die Wurzel kommt 
(Bird, 1975), ist zu vermuten, dass die antagonistischen Bakterien von dieser zusätzlichen Assimilatein-
lagerung in die Wurzel profitieren.  
Ungeachtet der Wirkung auf die Besatzdichte antagonistischer Bakterien hatte M. incognita keinen 
nachhaltigen Einfluss auf das natürliche Bakterienspektrum. Möglicherweise war der Auswertungstermin 
mit sieben Tagen nach Nematodeninokulation zu früh gewählt. Grundsätzlich wären antagonistische 
Bakterien, die durch Nematodenbefall gefördert würden, ideale Kandidaten für biologische Bekäm-
pfungsverfahren. Diese Bakterien würden sich nach Nematodenbefall unter den veränderten pflanzen-
physiologischen Bedingungen schnell gegenüber konkurrierenden Bakterien durchsetzen und könnten 
den Nematoden wirkungsvoll unterdrücken. 
Pflanzenschutzmittel: Innerhalb eines integrierten Pflanzenschutzes kann der kombinierte Einsatz anta-
gonistischer Mikroorganismen mit Pflanzenschutzmitteln zu einer verbesserten Wirkungshöhe und 
Wirkungssicherheit der Pflanzenschutzmittel führen, bzw. zu einer Reduzierung des Pflanzenschutz-
mittelaufwandes bei gleichbleibender Wirkung. Bei einem kombinierten Einsatz antagonistischer Bak-
terien mit chemischen Pflanzenschutzmitteln muss jedoch gewährleistet sein, dass die Wirkung des einen 
Partners nicht durch den jeweils anderen Partner gehemmt wird. So sollten chemische Pflanzen-
schutzmittel weder die Abundanzdynamik und antagonistische Wirkung der Bakterien einschränken, 
noch sollten die Bakterien über eine beschleunigte Metabolisierung der chemischen Pflanzenschutzmittel 
deren Wirkungsdauer reduzieren. Aufgrund der engen Beziehungen zwischen antagonistischen Bakterien 
und der Wirtspflanze (S. 57 ff), ist vor allem die Wirkung systemischer Pflanzenschutzmittel auf das 
Bakterienspektrum zu beachten. Da der Einsatz antagonistischer Bakterien in der Regel als Saatgut- oder 
Bodenapplikation erfolgt, dürfen chemische Pflanzenschutzmittel auch nicht die Etablierung der 
Bakterien im Boden stören. In den folgenden Untersuchungen wurde die Wirkung chemischer 
Pflanzenschutzmittel auf die Besatzdichte des antagonistischen Bakteriums R. etli G12 im Boden er-
mittelt. Folgende Parameter wurden erfasst:  
 Dosis-Wirkungsbeziehung 
 Einfluss der chemischen Pflanzenschutzmittel auf die Besatzdichte von R. etli G12 im Boden 
Zum spezifischen Nachweis von R. etli G12 im Boden wurden die Untersuchungen mit der  Rifampicin-
resistenten Spontanmutante R etli G12rif durchgeführt. Als chemische Pflanzenschutzmittel wurden 
DuPont Benomyl® (Fungizid, Aufwandmenge: 0,04 %), Confidor® WG 70 (Insektizid, Aufwandmenge: 
0,07 %) und Sencor® WG (Herbizid, Aufwandmenge: 0,75 kg/ha) eingesetzt, die in praxisüblichen 
Aufwandmengen über den Boden appliziert wurden (siehe Anhang). Die Dosis-Wirkungsbeziehung 
wurde in vitro ermittelt. 
Die chemischen Pflanzenschutzmittel beeinflussten das in vitro Wachstum von R. etli G12rif in Abhän-
gigkeit ihrer Konzentration unterschiedlich stark (Abb. 26). In Abwesenheit von Pflanzenschutzmitteln 
schwankte die Gesamtkeimzahl von R. etli G12rif in den verschiedenen Versuchen zwischen 1,4 x 106 
und 1,9 x 106 cfu/ml. Pflanzenschutzmittelkonzentrationen von 10 ppm und 100 ppm hatten keine 
Wirkung auf das Bakterienwachstum. Ab Konzentrationen von 1000 ppm kam es zu einer Reduzierung 
(Benomyl, Confidor) bzw. Unterdrückung (Sencor) des Bakterienwachstums. Bei 10000 ppm wurde nur 
noch ein geringes Bakterienwachstum bei Benomyl (30 cfu/ml) beobachtet. 
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Abb. 26 Dosis/Wirkungs-Beziehung verschiedener Pflanzenschutzmittel auf das in vitro Wachstum von 
Rhizobium etli G12rif. Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 3). 
(Hashim, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
 
Die Bodenapplikation praxisüblicher Aufwandmengen von Pflanzenschutzmitteln hatte nur einen gerin-
gen Einfluss auf die Gesamtkeimzahl der Bodenbakterien sowie die Keimzahl von R. etli G12rif (Abb. 
27 A-C). Die Gesamtkeimzahl der Bodenbakterien lag in den Kontrollen zwischen 1,3 x 107 cfu/g (Abb. 
27 C) und 2,2 x 107 cfu/g (Abb. 27 B). Die Applikation von Benomyl führte zu einer signifikanten Er-
höhung der bakteriellen Besatzdichte im Boden von 1,7 x 107 (Ko) auf 2,0 x 107 cfu/g (F). Im Gegensatz 
dazu hatten Confidor und Sencor keinen Einfluss auf die Gesamtkeimzahl der Bodenbakterien. Die 
Applikation von R. etli G12rif führte in allen Behandlungen zu einer signifikanten Erhöhung der Gesamt-
keimzahl der Bodenbakterien. Das Auftreten von M. incognita im Boden beeinflusste die Gesamt-
keimzahl der Bodenbakterien nicht. In keinem Versuch wurde ein negativer Einfluss des Pflanzenschutz-
mittels auf die Keimzahl von R. etli G12rif festgestellt. 
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Abb. 27 Gesamtkeimzahl Bakterien und Keimzahl von Rhizobium etli G12rif im Boden nach Applikation 
praxisüblicher Aufwandmengen von DuPont Benomyl® (Fungizid = F) (A), Confidor® WG 70 (Insektizid 
= I) (B) und Sencor® WG (Herbizid = H) (C). Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant 
verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 4). 
(Hashim, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
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Die Gesamtkeimzahl der Bodenpilze wurde weder durch die chemischen Pflanzenschutzmittel, noch 
durch die Applikation von R. etli G12rif oder M. incognita beeinflusst (nicht dargestellt). Die Gesamt-
keimzahl der Bodenpilze aller Behandlungen lag zwischen 7,9 x 105 (G12+Mi+H) und 1,3 x 106 (Mi+F) 
cfu/g Boden. Ebensowenig wurde das Sprossfrischgewicht der Tomaten durch die chemischen 
Pflanzenschutzmittel verändert (Tabelle 25). Einzig die alleinige Applikation von Benomyl und Confidor 
führten zu einem signifikant höheren Wurzelfrischgewicht im Vergleich zu den übrigen Varianten. 
Tab. 25 Einfluss von Pflanzenschutzmitteln sowie von Rhizobium etli G12 und Meloidogyne incognita auf das 
Spross- und Wurzelfrischgewicht von Tomate 
  Sprossfrischgewicht (g) Wurzelfrischgewicht (g) 
Behandlung Benomyl Confidor Sencor Benomyl Confidor Sencor 
Kontrolle 
G12 
Mi 
PSM* 
G12+PSM 
Mi+PSM 
G12+Mi+PSM 
8,05 abc 
10,20 ab 
6,10 c 
10,70 a 
6,83 c 
7,45 bc 
7,55 bc 
6,73 
8,48 
9,38 
9,45 
9,43 
10,35 
9,38 n.s. 
10,63 
8,50 
10,68 
10,30 
8,55 
8,98 
8,65 n.s.
1,90 bc 
2,25 ab 
1,55 c 
2,48 a 
1,75 bc 
1,78 bc 
1,95 abc 
1,28 d 
1,70 cd 
1,83 bc 
2,38 a 
1,73 bcd 
2,25 ab 
1,98 abc 
2,00 
1,85 
2,40 
2,08 
1,85 
2,05 
1,93 n.s. 
PSM = Pflanzenschutzmittel (DuPont Benomyl®, Confidor® WG 70 oder Sencor® WG); Mittelwerte mit gleichen Buchstaben 
innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 6). n.s. = nicht 
signifikant.                                                                                                             (Hashim, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
Als weiterer Parameter wurde die Wirkung der Pflanzenschutzmittel auf den Befall der Tomaten mit 
M. incognita untersucht. Ermittelt wurde die Gesamtanzahl der in die Tomatenwurzeln eingedrungenen 
Larven (Tab. 26). Die Anzahl eingedrungener Larven schwankte zwischen den Versuchen und war am 
höchsten im Versuch mit Sencor und am niedrigsten im Versuch mit Confidor. Alle 3 Pflanzenschutz-
mittel reduzierten die Anzahl eingedrungener Larven zwischen  13,5 % und 27,2 %. Die Unterschiede 
waren nicht signifikant. Bei Kombination der Pflanzenschutzmittel mit dem antagonistischen Bakterium 
R. etli G12 war keine weitere Reduzierung der Anzahl eingedrungener Larven festzustellen mit Aus-
nahme von Confidor, das zu einer signifikanten Befallsreduzierung bei M. incognita führte.  
Neben der Gesamtanzahl eingedrungener Larven kann das Auftreten unterschiedlicher Larvenstadien 
mögliche Hinweise auf eine Entwicklungsverzögerung der Nematoden geben. Tendenziell lag die Anzahl 
eingedrungener L2-Larven nach Applikation der Pflanzenschutzmittel niedriger als in der Kontrolle (Abb. 
28A-C). Die antagonistische Wirkung von R. etli G12 zeigte sich am deutlichsten in der Kombination 
mit Confidor und führte zu einer signifikanten Befallsreduzierung bei M. incognita. Während bei 
Confidor eine insgesamt geringere Eindringung bei M. incognita beobachtet wurde, kam es nach 
Applikation von Benomyl und Sencor zu einer verzögerten Entwicklung der Larven. Beide Pflanzen-
schutzmittel reduzierten die Anzahl von L3-Larven gegenüber der Kontrolle. Bei Benomyl war zusätzlich 
die Anzahl von L4-Larven signifikant gegenüber der Kontrolle verringert. 
Tab. 26 Einfluss von Pflanzenschutzmitteln auf die Gesamtanzahl eingedrungener Larven von Meloidogyne 
incognita in Tomatenwurzeln 
  Benomyl Confidor Sencor 
Mi 
Mi+PSM* 
G12+Mi+PSM 
250 
  18 
178 n.s. 
178 a 
154 ab 
124 b 
316 
260 
265 n.s. 
PSM = Pflanzenschutzmittel (DuPont Benomyl®, Confidor® WG 70 oder Sencor® WG); Mittelwerte mit gleichen Buchstaben 
innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 6);  
n.s. = nicht signifikant.                                                                                          (Hashim, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
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Abb. 28 Einfluss praxisüblicher Aufwandmengen von DuPont Benomyl® (Fungizid = F) (A), Confidor® WG 70 
(Insektizid = I) (B) und Sencor® WG (Herbizid = H) (C) auf den Befall von Tomaten mit Meloidogyne 
incognita. Dargestellt ist die Anzahl eingedrungener Larven getrennt nach Larvenstadien (2. 
Larvenstadium (L2) bis 4. Larvenstadium (L4)). Unterschiedliche Buchstaben über den Säulen zeigen 
signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten des entsprechenden Larvenstadiums nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 6) an.                      (Hashim, Hallmann und Sikora, unveröffentlicht) 
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass praxisübliche Aufwandmengen von Benomyl, Confidor und 
Sencor die Keimzahl von R. etli G12rif nicht nachteilig beeinflussten, so dass eine kombinierte Applika-
tion beider Verfahren grundsätzlich möglich ist. Die Untersuchungen bestätigten damit Ergebnisse aus 
dem Zuckerrübenanbau, die zeigten, dass Kultur-spezifische Pflanzenschutzmittel keinen bzw. nur einen 
geringen Einfluss auf Pseudomonas fluorescens T58, einem Antagonisten des Zuckerrübenzysten-
nematoden Heterodera schachtii haben (Hoffmann-Hergarten, 1994). Das antagonistische Bakterium 
darf jedoch nicht unmittelbar zusammen mit chemischen Pflanzenschutzmitteln ausgebracht werden, da 
es bei Pflanzenschutzmittelkonzentrationen > 1000 ppm zu einer Hemmung der Bakterienwachstums 
kommen kann.  
Die physiologische Wirkung der meisten aktiven Wirkstoffe in Pflanzenschutzmitteln auf Bodenmikro-
organismen wird infolge der geringen Dosis und der kurzen Einwirkungszeit als gering erachtet 
(Schinner und Sonnleitner, 1997a,b). Eine Beeinträchtigung der Bodenmikroorganismen ist höchstens 
unmittelbar nach der Applikation und damit temporär zu erwarten (Ottow, 1985).  
Bakterien scheinen im Vergleich mit anderen Bodenorganismen besonders wenig durch Fungizide, 
Insektizide oder Herbizide beeinflusst zu werden (Anderson, 1978; Schinner und Sonnleitner, 1997b). 
Bekannt ist allenfalls, dass Nitrifikanten empfindlicher auf Fungizide und Insektizide als auf Herbizide 
reagieren, wohingegen Rhizobien empfindlicher auf Insektizide als auf Fungizide und Herbizide 
reagieren (Schinner und Sonnleitner, 1997b).  
Etwas konkretere Aussagen erhält man bei Betrachtung der Wechselwirkungen einzelner chemischer 
Pflanzenschutzmittel auf Gruppen von Bodenmikroorganismen. So hat Benomyl zum Beispiel keinen 
Einfluss auf Rhizobium japonicum und die Knöllchenbildung an Sojabohne (Hossain und Alexander, 
1984), kann andererseits aber zu einem erhöhten Auftreten pathogener Pseudomonas spp. führen 
(Kremer et al., 1996). Bekannt ist ferner, dass sowohl Sencor als auch Benomyl zu einer Stimulierung 
wie auch Reduzierung der Dehydrogenaseaktivität im Boden führen können, was einmal mehr die Breite 
möglicher Wechselwirkungen aufzeigt (zusammengefasst in Schinner und Sonnleitner, 1997b). 
Formulierung und Applikation 
Voraussetzung für den Einsatz antagonistischer Bakterien in der Praxis sind eine entsprechende Formu-
lierung der Bakterien und ein geeignetes Applikationsverfahren. Dabei kommen der Formulierung insbe-
sondere vier Funktionen zu (Jones and Burges, 1998): 
 Stabilisierung der Bakterien während Produktion, Vertrieb und Lagerung 
 Verbesserung der Handhabung und Applikation 
 Schutz vor ungünstigen Umwelteinflüssen am Wirkungsort 
 Erhöhung der Wirksamkeit durch verbesserte Aktivität, Reproduktion, sowie Kontakt und 
Wechselwirkung mit dem Zielorganismus 
In Abhängigkeit der Biologie des Antagonisten und seiner Verwendung im Pflanzenschutz können ver-
schiedenste Formulierungen eingesetzt werden, die von Suspensionen über Pulver bis hin zum Ein-
schluss der Bakterien in Granulate und Kapseln reichen. Beispiele für gängige Formulierungen in der 
Praxis sind Saatgutbehandlung (Epic, Kodiak, FZB24), Suspensionen (Deny), Pulver (BlightBan A506, 
Mycostop) und Granulate. Formulierungshilfsstoffe, Trocknungshilfsmittel und Zugabe Antagonisten-
spezifischer Nährstoffe können die Stabilität, Lagerfähigkeit und Wirksamkeit des Präparates verbessern. 
Sie sind entsprechend auf die Bedürfnisse des Antagonisten abzustimmen. 
Neben der Formulierung ist die richtige Applikation des Antagonisten eine weitere wichtige Kompo-
nente für einen guten Bekämpfungserfolg. Der Antagonist sollte möglichst in unmittelbarer Nähe des 
Wirkungsortes appliziert werden. Dies ist bei einer direkten Wirkungsweise des Antagonisten der 
Zielorganismus selbst und bei einer indirekten Wirkungsweise wie Stimulierung pflanzlicher Abwehr-
mechanismen oder Beeinflussung der pflanzenassoziierten Mikroorganismen die Nähe zur Wirtspflanze. 
Genaue Kenntnisse des Wirkungsmechanismus des Antagonisten sind somit entscheidend für den 
späteren Bekämpfungserfolg. Weiterhin sollte sich die Applikation der Antagonisten mit Standard-
verfahren durchführen und in die technischen Abläufe eines landwirtschaftlichen Betriebes integrieren 
lassen.  
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Über die letzten Jahre wurden zahlreiche Formulierungen und Applikationsverfahren für antagonistische 
Bakterien entwickelt (Baker und Henis, 1990; Burges, 1998; Stack et al., 1988). In der Praxis etabliert 
sind Verfahren zur Bekämpfung pilzlicher und bakterieller Pathogene. Diese Verfahren sind jedoch nur 
bedingt auf Antagonisten pflanzenparasitärer Nematoden zu übertragen, da sich letztere in Größe, 
Mobilität und Schadwirkung deutlich von pathogenen Mikroorganismen unterscheiden. Über die 
optimale Formulierung und Applikation für bakterielle Antagonisten pflanzenparasitärer Nematoden ist 
bis heute recht wenig bekannt. Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die Eignung verschiedener 
Formulierungen und unterschiedlicher Applikationsverfahren für die biologische Bekämpfung pflanzen-
parasitärer Nematoden zu untersuchen. Neben der biologischen Wirksamkeit sollte insbesondere die 
Lagerfähigkeit ausgewählter Formulierungen sowie der Einfluss des Applikationsverfahrens auf die 
Besiedlung der Pflanze durch den Antagonisten erfasst werden.   
Formulierungen: Recht einfach ist die Formulierung für Bakterien, die Sporen als Dauerstadien bilden, 
wie z. B. Bacillus-Arten (z. B. Kodiak). Die Sporen können als Pulver getrocknet und über mehrere 
Monate und teils Jahre gelagert werden. Demgegenüber bereitet die Formulierung nicht-sporenbildender 
Bakterien noch immer erhebliche Schwierigkeiten. Die für eine längere Lagerfähigkeit notwendige 
Trocknung führt in der Regel zu hohen Absterberaten der antagonistischen Bakterien (siehe unten). Am 
Beispiel von Pseudomonas fluorescens T58, einem Antagonisten des Rübenzystennematoden 
Heterodera schachtii, wurde die Wirksamkeit dreier Formulierungen miteinander verglichen. Hierzu 
wurde eine Bakteriensuspension in 0.1 mol MgSO4 erstellt, auf OD560 = 2,0 (ca. 10
10 cfu/ml) eingestellt 
und 1. als Suspension, 2. als Pulver durch Auftragen auf Talk als Trägermaterial und 3. als Alginatgra-
nulat eingesetzt. Die Applikation erfolgte über eine Saatgutbehandlung von Zuckerrüben, wobei die 
durchschnittliche Bakteriendichte pro Samen 4,0 x 107 cfu (Suspension), 1,0 x 105 cfu (Pulver) und 
5,4 x 107 cfu (Alginatgranulat) betrug.  
Zwecks besserer Anhaftung der Bakterien am Samen wurde den Formulierungen 0,2 % Methylcellulose 
zugegeben. Die Samen wurden in Kunststofftöpfe mit 300 ml Sand/Erde-Gemisch (1:1, v/v) ausgesät. 
Das Sand/Erde-Gemisch war unbehandelt (Kontrolle) bzw. wurde mit 1500 Eiern und Larven von H. 
schachtii pro Pflanze inokuliert. Nach drei Wochen wurden das Pflanzenwachstum und die Anzahl 
eingedrungener Larven pro Wurzelsystem ermittelt. In zusätzlichen Töpfen wurde 14 Tage nach 
Versuchsansatz die Besatzdichte des Rifampicin-markierten Antagonisten in der Rhizoplane bestimmt.  
Die drei unterschiedlichen Formulierungen des eingesetzten Antagonisten reduzierten die Anzahl 
eingedrungener H. schachtii-Larven um 46 % (Suspension), 25 % (Talkpulver) und 20 % (Alginatgra-
nulat), aber nur im Falle der Bakteriensuspension waren die Unterschiede signifikant (Abb. 29). Die 
Besatzdichte der Bakterien in der Rhizoplane schwankte zwischen 4,0 x 104 und 4,0 x 105 cfu/cm Wurzel 
(nicht dargestellt). Demgegenüber lag die Besatzdichte von P. fluorescens T58 mit 6,0 x 102 (Suspen-
sion), 2,0 x 102 (Talkpulver) und 3,0 x 103 cfu/cm Wurzel (Alginatgranulat) deutlich niedriger und betrug 
im günstigsten Fall 7,5 % der gesamten Bakterienflora. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch 
Kloepper und Schroth (1981) in ihren Untersuchungen mit Pseudomonaden. Die Applikation der Pseudo-
monaden als Suspension bzw. als Talkpulver mit Methylcellulose oder Xanthan als Formulierungs-
hilfsstoff führte zu durchschnittlichen Besatzdichten von 102 cfu/cm Wurzel.  
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Abb. 29 Einfluss verschiedener Formulierungen von Pseudomonas fluorescens T58 auf die Eindringung von 
Heterodera schachtii in Zuckerrüben drei Wochen nach Applikation. Mittelwerte mit gleichem Buch-
staben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 8).  
(nach Hoffmann-Hergarten et al., 2001) 
Wie zuvor erwähnt, kann die Keimzahldichte des Antagonisten während des Formulierungsprozesses 
teils erheblich abnehmen. Für die Formulierung von P. fluorescens T58 als Alginatgranulat ergaben sich 
dabei folgende Werte. Ausgehend von einer Bakteriensuspension mit 4,0 x 109 cfu/ml betrug die 
Keimzahl frischer Alginatgranulate 5,0 x 108 cfu/Granulat. Nach Trocknung wurden 9,9 x 109 cfu/g und 
nach Mahlen der Granulate noch 2,7 x 108 cfu/g gemessen (Hoffmann-Hergarten et al., 2001). Berück-
sichtigt man weiter, dass durch den Wasserentzug der Granulate während der Trocknung eine Konzen-
trierung der Bakterien erfolgte, so ist während des Formulierungsprozesses mindestens von einer Redu-
zierung der Bakteriendichte um den Faktor 20 auszugehen. Aufgrund der hohen Verluste muss die 
Bakteriensuspension zu Beginn der Formulierung hoch konzentriert sein. Eine Verringerung der Bakte-
rienverluste während des Formulierungsprozesses lässt sich durch Zusätze wie Trocknungshilfsstoffe 
erreichen (Burges, 1998). Art und Konzentration der Trocknungshilfsstoffe sind für den einzelnen 
Antagonisten experimentell zu ermitteln.  
Die Lagerungsdauer getrockneter Formulierungen nicht-sporenbildender Bakterien wurde am Beispiel 
von Alginatgranulaten und behandeltem Saatgut untersucht. Im ersten Falle wurden Alginatgranulate mit 
P. fluorescens T58 bei 4°C und 20°C über einen Zeitraum von 12 Monaten untersucht. Nach 0, 1, 3 und 
12 Monaten wurde die Keimzahl von P. fluorescens T58 ermittelt. Zu Versuchsbeginn betrug die 
Keimzahl 2,1 x 107 cfu/mg Alginatgranulat (Tabelle 27). Mit zunehmender Lagerung verringerte sich die 
Keimzahl kontinuierlich. Der Rückgang der bakteriellen Besatzdichte war bei 20 °C deutlich stärker 
ausgeprägt als bei 4 °C. Nach 12 Monaten bei 4 °C Lagerung wurde noch eine Keimzahl von 1,7 x 105 
festgestellt, was einer Abnahme < 1 % der Ausgangsdichte bedeutet. Bei Lagerung der Alginatgranulate 
bei 20 °C konnten nach 12 Monaten keine lebensfähigen Bakterien mehr isoliert werden. 
Tab. 27 Einfluss von Zeit und Temperatur auf die Lebensfähigkeit von Pseudomonas fluorescens T58 in 
Alginatgranulaten 
 Keimzahlbestimmung (cfu/mg Alginatgranulat) 
 4 °C 20 °C 
Tag 0 
1 Monat 
3 Monate 
12 Monate 
 
2,1 x 107 
8,8 x 106 
4,1 x 105 
1,7 x 105 
2,1 x 107 
1,7 x 106 
2,4 x 105 
                      < 103 
(Hoffmann-Hergarten, Hallmann und Sikora, 1999) 
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Die Überlebensfähigkeit nicht-sporenbildender Antagonisten als Saatgutbehandlung wurde für Pantoea 
agglomerans MK-29, Cedecea davisae MK-30, Pseudomonas putida MT-19 und Enterobacter spp. MK-
42 an Tomate untersucht. Hierzu wurden Tomatensamen in eine Bakteriensuspension von OD560 = 2,0 
und 2 % Methylcellulose getaucht, an der Luft getrocknet und bei Zimmertemperatur gelagert. Nach 1, 2, 
3, 4 und 5 Monaten wurden je 10 Samen entnommen und die Keimzahl in 10 ml Ringerlösung bestimmt. 
Die Keimzahl der Bakterien lag in den ersten drei Monaten bei durchschnittlich 107 cfu/Samen und nahm 
danach ab (Abb. 30). Nach 5 Monaten wurde noch eine Keimzahl von 105 cfu/Samen gemessen. Die ver-
schiedenen Bakterien unterschieden sich in ihrer Keimzahl über den Versuchszeitraum nur unwesentlich 
voneinander. Auch Kloepper und Schroth (1981) berichten von einer raschen Abnahme der Keimzahl 
von Pseudomonaden in den ersten 3 Monaten nach Formulierung. Jedoch konnte durch Zugabe von 20 % 
Xanthan die Ausgangskonzentration erhöht und die Absterberate verzögert werden, so dass nach 
3 Monaten noch 107 cfu/g gemessen wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass nicht-sporenbildende Antago-
nisten nur über wenige Monate lagerfähig sind. Die Lagerfähigkeit der Bakterien kann durch ent-
sprechende Zusätze erhöht werden. Diesbezüglich besteht jedoch noch erheblicher Forschungsbedarf. 
Eine interessante Möglichkeit der Formulierung bietet die Mikroverkapselung von Bakterien. Dieses 
Verfahren wird bereits industriell eingesetzt (Rose et al., 2000). Erste Verkapselungsversuche mit einem 
pilzlichen Antagonisten verliefen ebenfalls erfolgversprechend (Gutberlet, 2000). Untersuchungen zur 
Eignung dieser Formulierung für antagonistische Bakterien im biologischen Pflanzenschutz stehen aber 
noch aus. 
 
Abb. 30 Keimzahl der antagonistischen Bakterien Pantoea agglomerans MK-29, Cedecea davisae MK-30, 
Pseudomonas putida MT-19 und Enterobacter spp. MK-42 nach Saatgutbehandlung von Tomaten über 
die Zeit.                                                                                    (Munif, Hallmann, Sikora, unveröffentlicht) 
Applikationsverfahren: Die häufigsten Applikationsverfahren für antagonistische Bakterien zur Bekäm-
pfung pflanzenparasitärer Nematoden sind Saatgutbehandlung, Tauchbehandlung und Gießapplikation. 
Die Vor- und Nachteile der verschiedenen Verfahren sind in Tabelle 28 dargestellt. Blattapplikationen 
zur Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden werden derzeit nicht eingesetzt, da es insgesamt nur 
wenige bekämpfungswürdige Nematoden im Spross- und Blattbereich gibt und bisher keine wirksamen 
bakteriellen Antagonisten gegen diese Nematoden gefunden wurden. Die Entscheidung, welches das 
günstigste Applikationsverfahren für einen bakteriellen Antagonisten darstellt, wird von verschiedenen 
Faktoren beeinflusst, wie Formulierung, Fitness, Konkurrenzkraft und Wirkungsweise des Bakteriums, 
sowie notwendige Aufwandmenge und damit verbundene Kosten. 
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Tab. 28 Vor- und Nachteile von Applikationsverfahren für antagonistische Mikroorganismen zur Bekämpfung 
pflanzenparasitärer Nematoden 
  Vorteile Nachteile 
Saatgutbehandlung geringe Aufwandmenge 
einfach 
frühe Besiedlung des Keimlings 
Bakterien wachsen in der Regel nicht mit 
Wurzelsystem 
Gießapplikation einfach 
Behandlung des gesamten Bodens 
hohe Aufwandmengen 
ungleichmäßige Verteilung im Boden 
Tauchbehandlung gleichmäßige Behandlung des gesamten 
Wurzelsystems 
hoher Zeitaufwand 
Beim Vergleich der drei Applikationsverfahren fand Munif (2001) für vier antagonistische Bakterien die 
beste Wirkung nach Gießbehandlung mit einer Bakteriensuspension. Die Reduktion des M. incognita-
Befalls an Tomate betrug bis zu 55 %. Demgegenüber betrug die maximale Befallsreduktion nach 
Tauch- und Saatgutbehandlung 45 % bzw. 29 %. Auch hinsichtlich der Förderung des Pflanzenwachs-
tums zeigte die Gießbehandlung die besten Ergebnisse. So führte die Gießbehandlung mit Cedecea 
davisae MK-30 zu einem 36 % höherem Sprossfrischgewicht und einer 17 % größeren Wurzellänge. Bei 
Saatgut- und Tauchbehandlungen lagen die entsprechenden Werte bei 8 % und 22 % für das Spross-
frischgewicht und bei 4 % und 7 % für die Wurzellänge (nicht dargestellt). 
Eine Ursache für den unterschiedlichen Wirkungsgrad der verschiedenen Applikationsverfahren  könnte 
in der insgesamt ausgebrachten Bakterienmenge liegen. Diese ist am höchsten bei der Gießbehandlung 
und am niedrigsten bei der Saatgutbehandlung. Andererseits zeigten Versuche mit Rhizobium etli G12 
die beste Wirkung gegen den Kartoffelzystennematoden Globodera pallida bei Tauchbehandlung der 
Kartoffelwurzeln. Demgegenüber war eine Gieß- oder Pflanzgutapplikation mit diesem Bakterium 
weniger wirkungsvoll. Wenn auch eine Tauchbehandlung von Kartoffeln in der Praxis derzeit nicht 
praktikabel erscheint, so zeigen die Untersuchungen doch, dass eine intensive Besiedlung der Rhizo-
plane, wie sie nach einer Tauchbehandlung gegeben ist, für die Wirksamkeit eines Bakteriums vorteilhaft 
sein kann, insbesondere wenn das Bakterium wie R. etli G12 in Kartoffeln Resistenz gegen G. pallida 
induziert. Eine gute Besiedlung der Wurzeloberfläche wirkt sich demnach positiv auf die Resistenz-
induktion aus.  
Die Besiedlung der Wurzeloberfläche in Abhängigkeit des Applikationsverfahrens wurde für die Gieß- 
und Tauchbehandlung mit dem Tissue-Immunoblot-Verfahren (siehe S. 120) bestimmt. Hierzu wurden 
die Wurzeln von vier Wochen alten Kartoffeln mit 3 ml Bakteriensuspension von R. etli G12 angegossen 
(Gießbehandlung) bzw. für 10 Minuten in die Bakteriensuspension getaucht (Tauchbehandlung). Kon-
trollpflanzen wurden entsprechend mit ¼-konzentrierter Ringerlösung behandelt. Eine und zwei Wochen 
nach der Behandlung wurde die R. etli G12-Besiedlung der Wurzeloberfläche mit dem Tissue-
Immunoblot-Verfahren bestimmt. Es zeigte sich, dass bei Tauchbehandlung eine sehr viel stärkere 
Färbung erfolgte als bei der Gießbehandlung, was auf eine intensivere Besiedlung durch R. etli G12 
hindeutet (Abb. 31). Die Verteilung von R. etli G12 über die Wurzel war jedoch für beide Verfahren 
gleich. Möglicherweise war auch hier die Nachweisgrenze zu gering, um Unterschiede in der Besiedlung 
von Seitenwurzeln zwischen den beiden Verfahren zu erfassen. Die typischen Besiedlungseigenschaften 
von R. etli G12 zeigten sich unabhängig vom Auswertungstermin. 
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Abb. 31 Besiedelung der Wurzeloberfläche mit Rhizobium etli G12 im Tissue-Immunoblot-Verfahren eine 
Woche nach Gießbehandlung (A) bzw. Tauchbehandlung (B).  
(Azemoun, Hallmann, Sikora, unveröffentlicht) 
FÖRDERUNG NATÜRLICH VORKOMMENDER ANTAGONISTISCHER BAKTERIEN 
Neben der Applikation antagonistischer Bakterien kann eine Bekämpfung pflanzenparasitärer 
Nematoden auch durch Förderung der natürlich im Habitat Rhizosphäre/Endorhiza auftretenden 
bakteriellen Antagonisten erfolgen. Die beiden Vorgehensweisen unterscheiden sich grundsätzlich. Im 
ersten Fall werden antagonistische Bakterien prophylaktisch oder bei akutem Befall ähnlich einem 
Pflanzenschutzmittel gezielt ausgebracht, wobei die Wirkung der antagonistischen Bakterien relativ 
rasch einsetzt. Je nach Art des Pathogens und der Umweltbedingungen können teilweise Mehrfach-
applikationen erforderlich sein, da sich die Bakterien in der Regel nicht langfristig etablieren. Im 
Gegensatz dazu wird durch eine Förderung der natürlich vorkommenden Antagonisten in der 
Rhizosphäre/Endorhiza eine nachhaltige Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden ermöglicht. Die 
Förderung natürlicher Antagonisten braucht jedoch Zeit und eine unmittelbare Bekämpfung des 
Nematoden ist in der Regel nicht gegeben. Erst mit stetigem Anwachsen des antagonistischen Potenzials 
in der Rhizosphäre/Endorhiza kommt es zu einer wirkungsvollen Bekämpfung der pflanzenparasitären 
Nematoden. Im Idealfall könnte ein solches Vorgehen zur Bodensuppressivität gegenüber pflanzen-
parasitären Nematoden führen. 
Der Begriff ‚Antagonistisches Potenzial‘ beschreibt die Eigenschaft des Bodenökosystems, durch bio-
tische Faktoren das Auftreten pflanzenparasitärer Nematoden zu reduzieren bzw. zu verhindern (Sikora, 
1992). Als wichtigste biotische Faktoren sind zu nennen: Plant-Growth Promoting Rhizobacteria, Plant-
Health Promoting Rhizobacteria, räuberische Pilze, eipathogene Pilze, Weibchenparasiten, endopara-
sitäre Bakterien und Pilze der Nematoden, endophytische Bakterien und Pilze sowie Mykorrhiza. In 
geringerem Maße tragen auch Milben, räuberische Nematoden, Springschwänze, Tardigraden, Räder-
tierchen und Einzeller zur Reduzierung pflanzenparasitärer Nematoden bei (Sikora, 1992). 
Gelänge es, das antagonistische Potenzial in der Rhizosphäre/Endorhiza auf einem hohen Niveau zu 
etablieren, wäre damit eine nachhaltige Abwehr pflanzenparasitärer Nematoden gegeben und auf den 
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln könnte weitgehend verzichtet werden. Die Förderung natürlicher 
Antagonisten würde damit sowohl eine ökologisch als auch ökonomisch vorteilhafte Alternative zu 
bestehenden Bekämpfungsverfahren für pflanzenparasitäre Nematoden darstellen.  
Eine Förderung des antagonistischen Potenzials in der Rhizosphäre/Endorhiza kann auf verschiedene Art 
und Weise erfolgen, wobei die wichtigsten Verfahren 1. Zufuhr organischer Substanz und 2. Anbau 
antagonistenfördernder Pflanzen sind. Die Bedeutung dieser beiden Verfahren für die Nematoden-
bekämpfung wird im Folgenden näher dargestellt. Voraussetzung für beide Verfahren und damit 
Grundlage eines gezielten Managements des antagonistischen Potenzials ist eine gute Kenntnis der 
verschiedenen Antagonisten, ihrer vielfältigen Wechselwirkungen mit der Wirtspflanze und dem 
Pathogen sowie den sie beeinflussenden Umweltfaktoren. 
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Förderung durch organische Substanz 
Der Einsatz organischer Substanz ist fast so alt wie die Landwirtschaft selbst. In China und einigen 
anderen asiatischen Staaten wird organische Substanz aus Ackerbau und Tierhaltung seit Jahrtausenden 
eingesetzt. Diese Praxis wird gerne als Ursache für das geringe Auftreten pflanzenparasitärer Nematoden 
und bodenbürtiger Schaderreger in diesen Regionen angesehen (Rodríguez-Kábana und Kokalis-Burelle, 
1997). Die positive Wirkung von organischer Substanz hinsichtlich ihrer Reduzierung pflanzenpara-
sitärer Nematoden ist ausführlich dokumentiert (Rodríguez-Kábana und Morgen-Jones, 1987; Spiegel et 
al., 1986; Stirling, 1991). In eigenen Untersuchungen konnte durch Zugabe von 20 % Hühnermist-
kompost zur Versuchserde eine Reduzierung des M. incognita-Befalls an Tomate von bis zu 80 % er-
reicht werden (Hakim, Hallmann, Sikora, unveröffentlicht). Die Wirkungsweise der organischen Sub-
stanz wird primär auf die Förderung antagonistischer Mikroorganismen sowie der Freisetzung nema-
tizider Ammoniumkonzentrationen beim Abbau proteinreicher Verbindungen zurückgeführt (Godoy et 
al., 1983; Rodríguez-Kábana, 1986). Weiterhin kann die Aktivität bestimmter Antagonisten durch 
Kompostsubstrate sogar noch erhöht werden (Boehm et al., 1993). 
Ein kombinierter Einsatz von Kompost mit bakteriellen Antagonisten bedarf im Vorfeld eingehender 
Untersuchungen, da Kompost sowohl fördernd als auch hemmend auf die Antagonisten wirken kann. 
Letzteres wurde zum Beispiel nach Applikation von Hühnermistkompost beobachtet. Sowohl die 
Besatzdichte des Antagonisten R. etli G12 im Boden wurde reduziert als auch die Anhaftung des 
endoparasitischen Bakteriums Pasteuria penetrans an die Larven des Wurzelgallennematoden M. 
incognita (Hakim et al., 2002; Hakim, Hallmann, Sikora, unveröffentlicht). Durch Art, Aufwandmenge 
und Reifegrad des Kompostes lässt sich eine mögliche negative Wirkung auf bestimmte Antagonisten 
allerdings reduzieren oder sogar ausschließen.  
Die bisherigen Arbeiten zur Wirkung von organischer Substanz untersuchten in der Regel  einzelne 
Faktoren im Habitat Rhizosphäre/Endorhiza. Für ein gezieltes Management des antagonistischen 
Potenzials ist aber eine breite Kenntnis verschiedenster Steuerungsfaktoren Voraussetzung. Ermöglicht 
zum Beispiel die alleinige Betrachtung der Gesamtkeimzahl allenfalls eine Aussage über absolute 
Veränderungen der Mikroorganismendichte, können bei gleichzeitiger Betrachtung von pH, Enzym-
aktivität, Nährstoffhaushalt, Organismenspektrum bis hin zu Pflanzenwachstum und Pflanzengesundheit 
sowohl die Ursachen als auch die Auswirkungen einer erhöhten Gesamtkeimzahl für das Habitat 
Rhizosphäre/Endorhiza erklärt werden. 
Eine Steuerung des Bodenökosystems lässt sich im einfachsten Falle durch Zugabe organischer C- und 
N-Verbindungen, den Hauptnährstoffen für Bodenmikroorganismen, erzielen. Die Zusammensetzung der 
C- bzw. N-Quelle sowie das C/N-Verhältnis entscheiden dabei über die Art und Weise der Steuerung. In 
den folgenden Ausführungen wird die Wirkung von organischen Substanzen mit unterschiedlichem C/N-
Verhältnis auf das Habitat Endorhiza/Rhizosphäre unter besonderer Berücksichtigung der Bekämpfung 
pflanzenparasitärer Nematoden untersucht. Als organische Substanzen wurden eine reine C-Quelle 
(Celufil), sowie ein N-haltiges Polysaccharid (Chitin) und zwei Proteine (Kasein, Gelatine) mit unter-
schiedlichem C/N-Verhältnis eingesetzt (Tab. 29 und Anhang).  
Tab. 29  Nährstoffzusammensetzung1 der organischen Substanzen Chitin, Celufil, Kasein und Gelatine 
 Nährstoffzusammensetzung in % 
 C N C/N-Verhältnis H O 
Chitin 
Celufil 
Kasein 
Gelatine 
47 
28 
53 
50 
  7 
  0 
16 
18 
6,7 
    - 
3,3 
2,8 
  6 
48 
  7 
  7 
40 
23 
23 
25 
1
 Kasein und Gelatine enthalten darüber hinaus geringe Mengen P und S.                                                     (nach Hui et al., 1992) 
Die Untersuchungen wurden mit Felderde aus einem Baumwollbestand der Plant Breeding Unit, Tallas-
see, Al, U.S.A. durchgeführt. Bei der Felderde handelte es sich um einen sandigen Lehm mit pH 6,1 und 
< 1,0 % organischer Substanz (w/w). Die Erde war mit Meloidogyne incognita (Kofoid & White) 
Chitwood sowie geringen Besatzdichten von Hoplolaimus galeatus (Cobb) Thorne, Paratrichodorus 
minor Siddiqui, Pratylenchus brachyurus (Godfray) Filipjey & Schuurmans Stekhoven, Pratylenchus 
Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit antagonistischen Bakterien 
Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003  81
zeae Graham und Tylenchorhynchus claytoni Steiner verseucht. Die Felderde wurde 1:1 (v/v) mit Sand 
gemischt und wird im weiteren als Boden bezeichnet.  
Die organischen Substanzen wurden als Pulver zu je 1% (w/w) in den Boden eingemischt. Bei dem 
Milcheiweiß Kasein (US Biochemical Corp., Cleveland, OH, USA) handelt es sich um ein uneinheitlich 
zusammengesetztes Gemisch von Proteinen. Gelatine (Nabisco Foods Inc., East Hannover, NJ, USA) ist 
ein Hydrolyseprodukt der in Knochen enthaltenen Kollagene und besteht aus Glycin (25 %), Prolin 
(18 %), Hydroxyprolin (14 %) und einigen anderen Aminosäuren. Bei Celufil (US Biochemical Crop.) 
handelt es sich um eine mikrokristalline Cellulose. Chitin wurde als fein vermahlene Krustaceen-Chitin-
flocken (SIGMA C-4666, St. Louis, MO, USA) eingesetzt. Der Boden wurde in zylindrischen 1 L-
Kunststofftöpfen im Gewächshaus für 22 Tage bei 25-30°C feucht gehalten, um einen mikrobiellen 
Abbau der organischen Substanz zu ermöglichen und spätere phytotoxische Effekte durch Freisetzung 
von Ammonium zu minimieren. Danach wurde in den Boden Baumwolle cv. Rowden gesät und 52 Tage 
nach der anfänglichen Bodenbehandlung auf Pflanzenwachstum und Nematodenbefall ausgewertet. Zur 
Untersuchung langfristiger Effekte wurde in den Boden eine 2. Baumwollkultur gesät und am Tag 70 
wurden 2500 Eier von M. incognita inokuliert. Die 2. Baumwollkultur wurde am Tag 114 ausgewertet. 
Bodenproben wurden nach 1, 21, 52 und 114 Tagen genommen, Pflanzenproben nach 52 und 114 Tagen 
(Abb. 32). 
Tag 0 21 52 70 11455
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Abb. 32 Grafische Darstellung des Versuchsaufbaus mit Probenahmeterminen nach 1, 21, 52 und 114 Tagen. 
Folgende Bodenparameter wurden erfasst: Besatzdichte von Bakterien, Pilzen, pflanzenparasitären 
Nematoden, saprophytischen Nematoden, pH, Leitfähigkeit, NO3
-, NH4
+ und Aktivität von Chitinase, 
Protease und Esterase (siehe S. 116). Für die Pflanzen wurde das Spross- und Wurzelfrischgewicht 
ermittelt. Der Befall mit M. incognita wurde bestimmt anhand des Gallindex nach Zeck (1971) sowie der 
Anzahl Gallen und Eiermassen nach Anfärben der Wurzeln in 0,01% Phloxine B. Für Wurzeln und 
Blätter wurden der Proteingehalt sowie die Chitinase- und Peroxidaseaktivität bestimmt (siehe S. 123). 
Eine Zusammenfassung aller erhobener Parameter ist in Abbildung 33 grafisch dargestellt. 
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Abb. 33 Zusammenfassende Darstellung der untersuchten Pflanzen- und Bodenparameter nach Zugabe 
verschiedener organischer Substanzen. 
Pflanzenwachstum: Die eingesetzten organischen Substanzen reduzierten das Pflanzenwachstum der 1. 
Baumwollkultur. Sowohl das Sprossfrischgewicht (Ausnahme: Chitin-Behandlung) (Abb. 34) als auch 
das Wurzelfrischgewicht (Abb. 35) waren signifikant niedriger als in der unbehandelten Kontrolle. Das 
niedrigste Sprossfrischgewicht wurde in der Celufil-Behandlung mit 1,28 g gemessen (Kontrolle = 3,79 
g). Für das Wurzelfrischgewicht betrug die Reduzierung in allen Behandlungen ca. 50 %. Die drei-
wöchige Wartezeit zwischen Bodenbehandlung und Aussaat reichte nicht aus, phytotoxische Effekte zu 
vermeiden. Demgegenüber führten in der 2. Baumwollkultur mit Ausnahme von Celufil alle Behand-
lungen zu einer signifikanten Steigerung des Sprossfrischgewichtes gegenüber der Kontrolle. Das 
höchste Sprossfrischgewicht mit 7,37 g wurde nach Zugabe von Gelatine erzielt und lag um den Faktor 
2,25 höher als in der Kontrolle. Chitin (5,60 g) und Kasein (6,54 g) förderten das Sprossfrischgewicht 
um ca. 70 % bzw. 100 %, wohingegen nach Zugabe von Celufil das Sprossgewicht um ca. 40 % 
reduziert wurde. Eine signifikante Erhöhung des Wurzelfrischgewichtes gegenüber der Kontrolle (1,44 
g) wurde durch Zugabe von Kasein (4,11 g) und Gelatine (3,04 g) erzielt. Chitin (2,39 g) zeigte 
tendenziell eine Steigerung und Celufil (0,88 g) eine Reduzierung des Wurzelfrischgewichtes. 
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Abb. 34 Einfluss organischer Substanzen auf das Sprossfrischgewicht in zwei aufeinander folgenden Baumwoll-
kulturen. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 10).                                                           (Hallmann, unveröffentlicht) 
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Abb. 35 Einfluss organischer Substanzen auf das Wurzelfrischgewicht in zwei aufeinander folgenden Baumwoll-
kulturen. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s 
Multiple Range Test (P = 0,05, n = 10).                                                           (Hallmann, unveröffentlicht) 
Meloidogyne-Befall: Die 1. Baumwollkultur wuchs in einem natürlich mit M. incognita verseuchten 
Boden. Dabei reduzierten die organischen Behandlungen den Meloidogyne-Befall unterschiedlich stark. 
Die Anzahl gebildeter Wurzelgallen lag mit 156 am höchsten in der Kontrolle und war signifikant 
reduziert nach Zugabe von Celufil (93 Gallen), Chitin (36 Gallen), Kasein (3 Gallen) und Gelatine (0 
Gallen) (Abb. 36). Die nachhaltige Wirkung der organischen Substanzen auf den Nematodenbefall zeigte 
sich in der 2. Baumwollkultur, die mit 2500 Eiern von M. incognita inokuliert wurde. Die signifikant 
höchste Anzahl an Wurzelgallen wurde mit 219 abermals in der Kontrolle beobachtet (Abb. 36). Der 
geringste Befall wurde nach Applikation von Chitin (55 Gallen) beobachtet. Für die weiteren 
organischen Behandlungen wurden 76 Gallen (Kasein), 101 Gallen (Celufil) und 146 Gallen (Gelatine) 
gezählt. Die Wirkung der organischen Substanzen auf den Meloidogyne-Befall drückte sich auch in 
einem geringeren Gallindex aus (Abb. 37). Verglichen mit dem Gallindex der Kontrolle (= 8,5) lag der 
Gallindex nach Zugabe von Celufil und Gelatine bei 6,0 und nach Zugabe von Chitin und Kasein bei 1,9 
bzw. 1,8.  
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Abb. 36 Einfluss organischer Substanzen auf die Anzahl durch Meloidogyne incognita gebildeter Wurzelgallen 
bei natürlicher Nematodenverseuchung (1. Baumwollkultur) bzw. nach künstlicher Inokulation 
(2. Baumwollkultur). Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach 
Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 8).                                            (Hallmann, unveröffentlicht) 
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Abb. 37 Einfluss organischer Substanzen auf den Gallindex der 2. Baumwollkultur nach künstlicher Inokulation 
mit Meloidogyne incognita. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant verschieden nach 
Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n = 8).                                            (Hallmann, unveröffentlicht) 
Besatzdichte pflanzenparasitärer Nematoden im Boden: Die organischen Substanzen reduzierten nicht 
nur den Pflanzenbefall durch M. incognita, sondern führten auch zu einer Reduzierung der natürlich im 
Boden vorkommenden pflanzenparasitären Nematoden. Zwecks Vereinfachung wurde in der folgenden 
Darstellung nur zwischen M. incognita und sonstigen pflanzenparasitären Nematoden (Hoplolaimus spp., 
Pratylenchus spp., Paratrichodorus spp. und Tylenchorhynchus spp.) differenziert. Die höchste 
Meloidogyne-Besatzdichte wurde in allen Behandlungen zu Versuchsbeginn (Tag 1) beobachtet (Tabelle 
30). Mit zunehmender Versuchsdauer sank die Besatzdichte von M. incognita und lag am Tag 21 in der 
Kontrolle bei 46 und in der Celufil-Behandlung bei 13 Larven/100 cm³ Boden. Während am Tag 52 in 
keinem Versuchsglied Larven von M. incognita beobachtet wurden, traten am Tag 114 vereinzelt Larven 
von M. incognita in der Kontrolle (3,3 Larven/100 cm³) sowie den Behandlungen Chitin (4,5 Larven/100 
cm³), Kasein (0,8 Larven/100 cm³) und Gelatine (13,3 Larven/100 cm³) auf. Eine vergleichbare Dynamik 
wurde auch für die sonstigen pflanzenparasitären Nematoden beobachtet. Die Ausgangsbesatzdichten am 
Tag 1 schwankten zwischen 13 (Celufil) und 30 (Gelatine) pflanzenparasitären Nematoden pro 100 cm³ 
Boden (Tabelle 30). An den Tagen 21 und 52 wurden keine sonstigen pflanzenparasitären Nematoden in 
den Varianten mit Kasein und Gelatine und nur wenige Nematoden in den Varianten Chitin (1 bzw. 4 
Nematoden) und Celufil (15 bzw. 1 Nematode) beobachtet, wohingegen in der Kontrolle 41 (Tag 21) und 
7 (Tag 52) Nematoden/100 cm³ gezählt wurden. Gegen Versuchsende traten in allen Behandlungen 
sonstige pflanzenparasitäre Nematoden auf, wobei die höchste Besatzdichte mit 44 Nematoden nach 
Zugabe von Gelatine beobachtet wurde, gefolgt von 28 Nematoden in der Kontrolle und 13 Nematoden 
nach Zugabe von Celufil. 
Tab. 30 Einfluss organischer Behandlungen auf die Besatzdichte von Meloidogyne incognita und sonstige 
pflanzenparasitäre Nematoden über die Zeit 
 Nematoden pro 100 cm3 Boden 
 Meloidogyne incognita  Sonstige pflanzenparasitäre Nematoden1 
 Tag 1 Tag 21 Tag 52 Tag 114  Tag 1 Tag 21 Tag 52 Tag 114 
Kontrolle 
Chitin 
Celufil 
Kasein 
Gelatine 
137 a 
  29 b 
  35 b 
  15 b 
  23 b 
46 a 
  0 c 
13 b 
  0 c 
  0 c 
0 
0 
0 
0 
0 
 3,3 b 
  4,5 ab 
    0 b 
 0,8 b 
13,3 a 
 24 
21 
13 
18 
30 
41 a 
  1 c 
15 b 
  0 c 
  0 c 
7 
4 
1 
0 
0 
28 ab 
  8 b 
13 b 
  7 b 
44 a 
1 Pflanzenparasitäre Nematoden der Gattungen Hoplolaimus, Paratrichodorus, Pratylenchus und Tylenchorhynchus. Mittelwerte 
mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, 
n = 4). In den Spalten ohne Buchstaben waren die Unterschiede nicht signifikant.                              (Hallmann, unveröffentlicht) 
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Besatzdichte saprophytischer Nematoden im Boden: Hinsichtlich der Besatzdichte saprophytischer 
Nematoden zeigten sich geringe Schwankungen in Abhängigkeit von Behandlung und Zeit, die aber 
nicht signifikant waren (Tabelle 31). Einzige Ausnahme war die Chitin-Behandlung, in der am Tag 21 
insgesamt 2350 saprophytische Nematoden gezählt wurden und damit ca. 28 mal mehr als in der 
Kontrolle. Das hohe Auftreten saprophytischer Nematoden drei Wochen nach Chitinapplikation ist 
vermutlich eine Folge der durch Chitin geförderten Bakterien- und Pilzflora im Boden. Bodenmikro-
organismen stellen die Nahrungsgrundlage für zahlreiche bakteriophage und mykophage Nematoden-
arten dar, die sich durch Abweiden der hohen Pilz- und Bakteriendichten in Chitin-behandeltem Boden 
vermutlich gut ernähren und entsprechend vermehren konnten. Ein Nematode kann dabei bis zu 5000 
Bakterienzellen pro Minute aufnehmen (Schinner und Sonnleitner, 1996a). Da Bakterienzellen mehr 
Stickstoff enthalten als Nematoden nutzen können, unterstützen mikrophage Nematoden durch ihre 
Ernährungsweise weiterhin die Bereitstellung pflanzenverfügbaren Stickstoffs, was im Einzelfall bis zu 
40 % des freigesetzten Stickstoffs im Boden ausmachen kann (Brady und Weil, 1999). 
Tab. 31 Einfluss organischer Behandlungen auf die Besatzdichte saprophytischer Nematoden über die Zeit 
 Saprophytische Nematoden pro 100 cm
3
 Boden 
 Tag 1 Tag 21 Tag 52 Tag 114 
Kontrolle 
Chitin 
Celufil 
Kasein 
Gelatine 
139 
  85 
  92 
  72 
  90 
     84 b 
2350 a 
     78 b 
   180 b 
       9 b 
  99 
305 
154 
  37 
387 
134 
122 
120 
204 
150 
Mittelwerte mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte sind nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range 
Test (P = 0,05, n = 4). In den Spalten ohne Buchstaben waren die Unterschiede nicht signifikant.     (Hallmann, unveröffentlicht) 
Gesamtkeimzahl Bodenbakterien: Die Bodenapplikation der hier eingesetzten organischen Substanzen 
führte zu einer deutlichen Stimulierung der Mikroflora. Ein erster Anstieg der bakteriellen Besatzdichte 
war bereits 24 Stunden nach Behandlung erkennbar und maximale Besatzdichten wurden am Tag 21 
gemessen (Abb. 38A). Darüber hinaus sanken die Besatzdichten und erreichten am Tag 52 (Chitin) bzw. 
am Tag 114 (Celufil, Kasein, Gelatine) wieder das Niveau der Kontrolle. Der zeitliche Verlauf der 
bakteriellen Besatzdichte war abhängig von der zugegebenen organischen Substanz. Die höchsten 
Bakteriendichten wurden für die beiden proteinreichen Substanzen Kasein und Gelatine mit 1,9 x 108 
bzw. 2,5 x 108 cfu/g Boden am Tag 21 ermittelt, gefolgt von Chitin mit 9,5 x 107 cfu/g. Damit waren die 
Besatzdichten gegenüber der Kontrolle um den Faktor 26,9 (Kasein), 26,3 (Gelatine) bzw. 13,8 (Chitin) 
erhöht. 
Gesamtkeimzahl Bodenpilze: Im Gegensatz zu den Bodenbakterien reagierten die Bodenpilze auf die 
Zugabe organischer Substanzen zeitlich verzögert und weniger ausgeprägt. Einen Tag nach Applikation 
der organischen Substanzen schwankte die Gesamtkeimzahl der Bodenpilze zwischen 3,9 x 104 (Kasein) 
und 4,9 x 104 cfu/g Boden (Kontrolle), wobei die Unterschiede zwischen den Behandlungen nicht 
signifikant waren (Abb. 38B). Während die Gesamtkeimzahl Pilze in der Kontrolle mit 2,8 x 104 (Tag 
52) bis 6,0 x 104 cfu/g (Tag 21) über den Versuchszeitraum weitgehend stabil war, traten ab dem Tag 21 
signifikante Unterschiede in der pilzlichen Besatzdichte der verschiedenen Behandlungen auf. So wurde 
die Gesamtkeimzahl Pilze nach Zugabe von Chitin erhöht und lag am Tag 21 mit 6,2 x 105 cfu/g 
signifikant höher als in der Kontrolle (6,0 x 104 cfu/g). Im Gegensatz dazu nahm die pilzliche 
Besatzdichte nach Zugabe von Kasein (5,2 x 103 cfu/g) bzw. Gelatine (2,5 x 103 cfu/g) ab. Während die 
Gesamtkeimzahl Pilze nach Chitin-Behandlung auch an den folgenden Probenahmeterminen jeweils um 
den Faktor 10 höher lag als in der Kontrolle, stieg in den Varianten Kasein und Gelatine die 
Gesamtkeimzahl Pilze nach dem Tag 21 wieder an und lag am Tag 114 sogar signifikant über der 
Kontrolle. Celufil hatte keinen Einfluss auf die Gesamtkeimzahl der Pilze. 
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Abb. 38 Verlauf der Besatzdichte von Bodenbakterien (A) und Bodenpilzen (B) nach einer Bodenapplikation mit 
1% Chitin, Celufil, Kasein, und Gelatine. Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben 
(P = 0,05, n = 4). 
Gesamtkeimzahl chitinolytischer Mikroorganismen im Boden: Die Gesamtkeimzahl chitinolytischer 
Mikroorganismen wurde an den ersten drei Probenahmeterminen ermittelt. Die Daten des 4. Termins 
konnten aufgrund von Kontaminationen nicht ausgewertet werden. Wie in Abbildung 39 A zu erkennen 
ist, wurde durch Zugabe von Chitin die Gesamtkeimzahl chitinolytischer Mikroorganismen an den Tagen 
21 und 52 signifikant erhöht. Bezogen auf die Gesamtkeimzahl von Bakterien und Pilzen zeigten somit 
13,4 % (Tag 21) und 24,3 % (Tag 52) der Mikroorganismen eine chitinolytische Aktivität, gegenüber 8,6 
% (Tag 21) bzw. 3,3 % (Tag 52) in der Kontrolle. 
Gesamtkeimzahl proteolytischer Mikroorganismen im Boden: Die Gesamtkeimzahl proteolytischer 
Mikroorganismen wurde an den ersten drei Probenahmeterminen ermittelt. Die Bodenbehandlung mit 
Kasein führte bereits nach einem Tag zu einer signifikant erhöhten Gesamtkeimzahl proteolytischer 
Mikroorganismen (1,7 x 107 cfu/g) gegenüber der Kontrolle (2,3 x 105 cfu/g) (Abb. 39 B) und war noch 
am Tag 52 um das fünffache erhöht. Auch nach einer Bodenbehandlung mit Chitin und Gelatine war eine 
signifikante Zunahme proteolytischer Mikroorganismen am Tag 21 zu beobachten. Danach nahm die 
Gesamtkeimzahl proteolytischer Mikroorganismen ab und erreichte im Falle von Gelatine am Tag 52 das 
Niveau der Kontrolle, während sie im Falle von Chitin langsamer absank und am Tag 52 noch um das 
dreifache höher lag als in der Kontrolle. Bezogen auf die Gesamtkeimzahl an Bakterien und Pilzen 
(38 A, B) zeigten in der Kontrolle 4,8 % (Tag 1), 14,7 % (Tag 21) bzw. 13,8 % (Tag 52) der Mikroorga-
nismen proteolytische Aktivität. Demgegenüber lag der Anteil proteolytischer Mikroorganismen nach 
Behandlung mit Chitin bei 3,8 % (Tag 1), 21,7 % (Tag 21) bzw. 3,7 % (Tag 52) und nach Behandlung 
mit Kasein bei 42,6 % (Tag 1), 7,8 % (Tag 21) bzw. 3,23 % (Tag 52). Nach Behandlung mit Celufil bzw. 
Gelatine schwankten die Werte zwischen 4,1 % und 6,3 % bzw. 4,6 % und 5,8 %. 
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Abb. 39 Verlauf der Besatzdichte von chitinolytischen Mikroorganismen (A) und proteolytischen Mikro-
organismen (B) nach einer Bodenapplikation mit 1% Chitin, Celufil, Kasein, und Gelatine. Für die 
Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 4).            (Hallmann, unveröffentlicht) 
Chitinase-Aktivität im Boden: Die Zugabe von organischer Substanz zum Boden beeinflusst nicht nur 
die Besatzdichte der Bodenmikroorganismen sondern auch deren Aktivität. So wurde am Tag 21 nach 
Zugabe von Chitin eine signifikante Erhöhung der chitinolytischen Aktivität im Boden beobachtet, die 
über die Zeit jedoch abnahm und sich der Aktivität in der Kontrolle annäherte (Abb. 40 A). Dem-
gegenüber war die chitinolytische Aktivität nach Zugabe von Kasein bereits am Tag 1 erhöht, stieg bis 
zum Tag 52 weiter an und nahm erst gegen Versuchsende wieder ab. Einen vergleichbaren, allerdings 
abgeschwächten, Verlauf wie bei Kasein zeigte auch die chitinolytische Aktivität nach Zugabe von 
Gelatine. Celufil hatte die geringsten Auswirkungen unter den vier getesteten organischen Substanzen 
auf die chitinolytische Aktivität im Boden. 
Esterase-Aktivität im Boden: Die stärkste Esterase-Aktivität wurde am Tag 1 nach Zugabe von Kasein 
beobachtet (Abb. 40 B). Danach sank die Esterase-Aktivität über die Zeit und näherte sich ab Tag 52 der 
Aktivität in der Kontrolle an. Durch Zugabe von Gelatine wurde die maximale Esterase-Aktivität am Tag 
21 beobachtet und nahm danach ab. Nach Zugabe von Celufil lag die Esterase-Aktivität geringfügig über 
der Kontrolle. Zugabe von Chitin zeigte keinen Einfluss auf die Esterase-Aktivität im Boden. 
Protease-Aktivität im Boden: Die höchste proteolytische Aktivität im Boden wurde unmittelbar nach 
Zugabe von Kasein (Tag 1) beobachtet und näherte sich danach wieder den Werten in der Kontrolle an 
(Abb. 40 C). Die weiteren organischen Substanzen Chitin, Celufil und Gelatine hatten keinen bzw. nur 
einen minimalen Einfluss auf die proteolytische Aktivität und unterschieden sich statistisch nicht von der 
Kontrolle.  
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Abb. 40 Einfluss der organischen Substanzen Chitin, Celufil, Kasein und Gelatine auf die enzymatische Aktivität 
von Chitinase (A), Esterase (B) und Protease (C) im Boden. Für die Mittelwerte ist die Standard-
abweichung angegeben (P = 0,05, n = 4).                                          (Hallmann, unveröffentlicht) 
pH-Wert des Bodens: Der pH-Wert des Bodens kann die Biodiversität der Mikroorganismen und deren 
Metabolismus beeinflussen, wobei pH-Werte unter 5 bzw. über 8 als ungünstig für mikrobielles 
Wachstum einzustufen sind. Zu Versuchsbeginn (Tag 1) lag der pH-Wert des Bodens in den einzelnen 
Behandlungen zwischen pH 5,7 und pH 6,0 und stieg über die Zeit in der Kontrolle auf pH 6,7 (Tag 21) 
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an und fiel dann wieder auf pH 6,0 (Tag 52) bzw. pH 5,5 (Tag 114) ab (Abb. 41). Die höchsten pH-
Werte wurde mit 8,5 und 8,6 am Tag 21 nach Zugabe von Kasein bzw. Gelatine beobachtet. In beiden 
Behandlungen fiel der pH-Wert aber rasch wieder auf vergleichbare Werte wie in der Kontrolle ab. 
Möglicherweise könnte dieser pH-Anstieg die zu diesem Zeitpunkt beobachteten niedrigen Besatz-
dichten der Bodenpilze erklären. Während Celufil keinen Einfluss auf den Boden-pH zeigte, führte die 
Zugabe von Chitin langfristig zu einer Senkung des pH-Wertes auf pH 4,7 (Tag 52) bzw. pH 4,6 (Tag 
114). 
 
Abb. 41 Einfluss von 1% Chitin, Celufil, Kasein, oder Gelatine im Boden auf den pH-Wert des Bodens. Für die 
Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 4).            (Hallmann, unveröffentlicht) 
Leitfähigkeit der Bodensuspension: Die Leitfähigkeit der Bodensuspension als Maß für den Salzgehalt 
des Bodens stieg in der Kontrolle von 67 (Tag 1) auf 129 (Tag 21) und 148 mohm (Tag 52) an und fiel 
dann auf 96 mohm (Tag 114) wieder ab (Abb. 42). Nach Zugabe von Chitin stieg die Leitfähigkeit auf 
maximal 848 mohm am Tag 52 an, nahm danach wieder ab und lag gegen Versuchsende (Tag 114) mit 
553 mohm ca. 5mal höher als in der Kontrolle. Nach Zugabe von Kasein und Gelatine wurde innerhalb 
der ersten 21 Tage ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Leitfähigkeit beobachtet, die dann aber wieder 
rasch abfiel und sich den Werten der Kontrolle annäherte. Die Celufil-Behandlung hatte keinen Einfluss 
auf die Leitfähigkeit der Bodensuspension. 
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Abb. 42 Einfluss von 1% Chitin, Celufil, Kasein, oder Gelatine im Boden auf die Leitfähigkeit der Boden-
suspension. Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 4). 
(Hallmann, unveröffentlicht) 
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Nitratgehalt des Bodens: Der Einfluss einer Bodenapplikation mit organischen Substanzen auf den 
Nährstoffhaushalt wurde am Beispiel des Stickstoffs untersucht. Der Nitratgehalt des Bodens lag in der 
Kontrolle zwischen 2,5 und 13,6 mg/kg Boden (Abb. 43). Durch Zugabe von Chitin kam es zu einer 
signifikanten Erhöhung des Nitratgehaltes auf 94,7 mg/kg (Tag 21) bzw. 158,6 mg/kg (Tag 52). Gegen 
Versuchsende näherte sich der Nitratgehalt in Chitin-behandeltem Boden dem der Kontrolle. Celufil, 
Kasein und Gelatine hatten keinen Einfluss auf den Nitratgehalt des Bodens. 
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Abb. 43 Einfluss von 1% Chitin, Celufil, Kasein oder Gelatine im Boden auf den Nitratgehalt des Bodens. Für die 
Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 4).      (Hallmann, unveröffentlicht) 
Ammoniumgehalt des Bodens: Der Ammoniumgehalt des Bodens wurde durch Zugabe der organischen 
Substanzen Chitin, Kasein und Gelatine signifikant erhöht (Abb. 44). Nach Zugabe von Kasein und 
Gelatine stieg die Ammoniumkonzentration auf 79,6 bzw. 83,5 mg/kg Boden am Tag 21 an und nahm 
danach rasch wieder ab. Demgegenüber war der Anstieg in der Ammoniumkonzentration nach Zugabe 
von Chitin nicht so stark ausgeprägt (51 mg/kg Boden am Tag 21), sank dafür aber auch langsamer ab. 
Celufil hatte keinen Einfluss auf den Ammoniumgehalt des Bodens. 
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Abb. 44 Einfluss von 1% Chitin, Celufil, Kasein oder Gelatine im Boden auf den Ammoniumgehalt des Bodens. 
Für die Mittelwerte ist die Standardabweichung angegeben (P = 0,05, n = 4).  
(Hallmann, unveröffentlicht) 
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Gesamtkeimzahl endophytischer Bakterien und Pilze: Die Gesamtkeimzahl endophytischer Bakterien 
und Pilze in der 1. Baumwollkultur wurde durch die verschiedenen organischen Substanzen nicht beein-
flusst. Die Besatzdichte endophytischer Bakterien lag mit 1,5 x 107 (Kasein) bis 2,4 x 107 cfu/g (Gelatine) 
insgesamt recht hoch, unterschied sich aber statistisch nicht zwischen den Behandlungen (Tabelle 32). 
Gegenüber den Wurzeln wurden in den Blättern deutlich geringere Besatzdichten zwischen 5,5 x 102 und 
2,4 x 103 cfu/g beobachtet. Endophytische Pilze waren in der Wurzel mit 1,1 x 102 bis 1,6 x 103 cfu/g 
nachweisbar, nicht aber in den Blättern.  
Tab. 32 Einfluss einer Bodenapplikation (1%) mit organischen Substanzen auf die Besatzdichte endophytischer 
Bakterien und Pilze in den Wurzeln und Blättern der 1. Baumwollkultur 
 Gesamtkeimzahl (cfu/g Frischgewicht) 
 1/20 konz. TSA (Bakterien)  Ohio-Agar (Pilze) 
 Wurzeln Blätter  Wurzeln Blätter 
Kontrolle 
Chitin 
Celufil 
Kasein 
Gelatine 
1,9 x 107 
1,9 x 107 
2,0 x 107 
1,5 x 107 
2,4 x 107 
1,5 x 103 
7,1 x 102 
5,6 x 102 
2,4 x 103 
5,5 x 102 
 7,1 x 102 
1,6 x 103 
1,4 x 103 
7,9 x 102 
1,1 x 102 
nicht 
nachweisbar 
(< 50 cfu) 
Die Mittelwerte innerhalb einer Spalte waren nicht signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test (P = 0,05, n=4). 
(Hallmann, unveröffentlicht) 
Chitinase-und Peroxidase-Aktivität in der Pflanze: Die Aktivität der pflanzlichen Chitinasen und 
Peroxidase wurde für die 1. Baumwollkultur ermittelt. Baumwolle, die in Chitin-behandeltem Boden 
angezogen wurde, zeigte gegenüber der Kontrolle eine dreifach höhere Chitinase-Aktivität in den 
Wurzeln und eine fast doppelt so hohe Chitinase-Aktivität in den Blättern (Abb. 45). Nach Anzucht der 
Baumwolle in Kasein-behandeltem Boden wurde eine doppelt so hohe Chitinaseaktivität in den Wurzeln 
und Blättern beobachtet. Demgegenüber wurde nach Behandlung mit Gelatine zwar eine fast doppelt so 
hohe Chitinaseaktivität in den Wurzeln gemessen, in den Blättern lag die Chitinaseaktivität aber deutlich 
unterhalb der Kontrolle. Die niedrigste Chitinaseaktivität wurde in den Wurzeln und Blättern von 
Baumwollpflanzen beobachtet, die in Celufil-behandeltem Boden angezogen wurden. Die Peroxidase-
Aktivität der Baumwollpflanzen war vor allem nach Behandlung mit Chitin deutlich erhöht (Abb. 46). 
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Abb. 45 Chitinase-Aktivität in den Wurzeln und Blättern der 1. Baumwollkultur nach Anzucht der Pflanzen in 
Böden mit 1% Chitin, Celufil, Kasein oder Gelatine. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus 2 
unabhängigen Analysen basierend auf pflanzlichen Mischproben der jeweils ersten 4 Wiederholungen 
einer Behandlung.                                                                                             (Hallmann, unveröffentlicht) 
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Abb. 46 Peroxidase-Aktivität in den Wurzeln und Blättern der 1. Baumwollkultur nach Anzucht der Pflanzen in 
Böden mit 1% Chitin, Celufil, Kasein, oder Gelatine. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus 2 
unabhängigen Analysen basierend auf pflanzlichen Mischproben der jeweils ersten 4 Wiederholungen 
einer Behandlung.                                                                                             (Hallmann, unveröffentlicht) 
Bakterienspektrum: Der Einfluss einer Bodenbehandlung mit organischer Substanz auf die Besatzdichte 
und das Spektrum pflanzenassoziierter Mikroorganismen wurde in einem gesonderten Versuch von 
gleichem Aufbau am Beispiel des Chitins ermittelt. Die Probenahmen erfolgten am Tag 0, 21 und 54 
nach Chitinzugabe. Entgegen dem vorherigen Versuch führte Chitin hier zu einer Förderung der 
mikrobiellen Besatzdichten in den Habitaten Boden, Rhizosphäre und Endorhiza (Tabelle 33). Die 
Besatzdichte der Bodenbakterien lag nach Chitin-Behandlung um das 30fache (Tag 21) bzw. 5fache (Tag 
54) höher als in der Kontrolle. Demgegenüber war die Besatzdichte der Bodenpilze um das 8fache (Tag 
21) bzw. 200fache (Tag 54) erhöht. Die Ergebnisse bestätigen frühere Beobachtungen, wonach Bakterien 
sehr viel schneller als Pilze auf eine Zugabe von Chitin reagieren (Rodríguez-Kábana et al., 1984). Die 
Behandlung mit Chitin führte insbesondere zu einer erhöhten Anzahl chitinolytischer Mikroorganismen, 
wie sie auch von Godoy et al. (1983) und Spiegel et al. (1987) beobachtet wurde. 
Tab. 33 Einfluss einer Bodenbehandlung mit 1% Chitin auf die mikrobielle Besatzdichte in Boden, Rhizosphäre 
und Endorhiza 
 Habitat1 (S, R, E) Chitin( + oder -) Besatzdichte (cfu/g) 
   1/2 konz. TSA Ohio-Agar Chitin-Agar 
Tag 0 S - 2,5 x 106 5,5 x 103 1,9 x 105 
Tag 21 S - 6,8 x 106 4,7 x 103 4,6 x 105 
 S + 2,0 x 108* 3,9 x 104* 1,4 x 107* 
Tag 54 S - 2,4 x 106 b 6,3 x 103 b 3,2 x 105 b 
 R - 2,5 x 106 b 7,9 x 103 b 3,2 x 105 b 
 S + 1,3 x 107 a 1,5 x 106 a 3,5 x 106 a 
 R + 1,3 x 107 a 1,5 x 106 a 6,9 x 106 a 
 E - 2,7 x 105 46 26 
 E + 5,5 x 105* 2,3 x 103* 7,4 x 102 
Bei einem Stichprobenumfang > 2 sind die Mittelwerte mit gleichen Buchstaben innerhalb einer Spalte und pro Termin nicht 
signifikant verschieden nach Duncan‘s Multiple Range Test. Bei einem Mittelwertsvergleich zweier Stichproben sind die mit 
* gekennzeichneten Mittelwerte innerhalb einer Spalte signifikant verschieden nach Student‘s t-Test (P = 0,05, n = 8).  
1 S = nicht mit Baumwolle bepflanzte Erde, R = Rhizosphäre, E = Endorhiza, + bzw. - = mit bzw. ohne Chitin.  
(nach Hallmann et al., 1999) 
Die höheren Besatzdichten endophytischer Bakterien in Baumwolle eines Chitin-behandelten Bodens 
überraschen, da im Boden keine pflanzenparasitären Nematoden auftraten, die über eine Schaffung von 
Eintrittspforten die Erhöhung endophytischer Bakteriendichten hätten erklären können. Möglicherweise 
führte die insgesamt erhöhte Bakteriendichte im Chitin-behandelten Boden zu einer verstärkten 
Eindringung endophytischer Bakterien. 
Die Bodenapplikation von Chitin führte zu einer grundlegenden Veränderung der mikrobiellen 
Gemeinschaften in Boden, Rhizosphäre und Endorhiza. Während in der unbehandelten Kontrolle der 
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Anteil Gram-positiver Bakterien zu Versuchsbeginn 73,8 % betrug und über die gesamte Versuchsdauer 
dominierte, lag der Anteil Gram-positiver Bakterien in der Chitin-Behandlung bei 28,3 % (Tag 21) und 
40,8 % (- Baumwolle, Tag 54) bzw. 72,9 % (+ Baumwolle, Tag 54) (Tabelle 34). In der Endorhiza 
wurden mit einer Ausnahme keine Gram-positiven Bakterien in den verschiedenen Behandlungen 
gefunden. 
Tab. 34 Einfluss einer Bodenbehandlung mit 1% Chitin auf das natürlich vorhandene Bakterienspektrum1 in 
Boden, Rhizosphäre und Endorhiza 
 Relative Häufigkeit (%) der Arten an der Bakterienflora 
  Tag 0          Tag 21                                                Tag 54                                         
 S
2 - S - S + S - R - S + R + E - E + 
Gram-positiv 
Arthrobacter globiformis 
A. ilicis 
Arthrobacter, gesamt 
Aureobacterium testaceum 
Bacillus megaterium 
B. pumilus 
Bacillus, gesamt 
Corynebacterium aquaticum 
Micrococcus luteus 
Mycobacterium parafortuitum 
Paenicbacillus polymyxa 
Paenibacillus, gesamt 
Rathayibacter tritici 
Teilsumme 
 
11,5 
9,0 
23,0 
 
17,2 
9,0 
36,0 
 
0,8 
0,8 
1,6 
5,7 
 
73,8 
 
4,4 
17,8 
22,9 
 
9,6 
8,9 
23,5 
 
0,7 
 
3,7 
7,4 
 
61,5 
 
3,2 
7,8 
13,4 
 
0,8 
0,8 
1,6 
1,6 
 
 
 
2,4 
1,6 
28,3 
 
7,7 
17,5 
31,5 
 
7,7 
8,4 
19,6 
 
 
 
5,6 
9,8 
 
65,7 
 
6,1 
19,6 
28,5 
 
5,4 
4,7 
17,6 
 
2,7 
 
4,1 
8,2 
 
62,1 
 
0,7 
 
0,7 
3,5 
11,3 
2,8 
15,5 
5,6 
 
 
0,7 
3,5 
9,2 
40,8 
 
 
 
2,1 
12,9 
9,3 
2,1 
16,4 
7,1 
 
 
1,4 
2,1 
22,9 
72,9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1,0 
 
 
 
 
1,0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 
Gram-negativ 
Agrobacterium radiobacter 
Bordetella bronchiseptica 
Burkholderia cepacia 
B. gladioli 
B. pickettii 
Burkholderia, gesamt 
Cytophaga johnsonae 
Comamonas acidovorans 
Enterobacter asburiae 
E. cloacae 
E. taylorae 
Kluyvera cryocrescens 
Phyllobacterium myrsinacearum 
P. rubiacearum 
Phyllobacterium, gesamt 
Pseudomonas chlororaphis 
P. saccharophila 
Pseudomonas, gesamt 
Salmonella spp. 
Variovorax paradoxus 
Vibrio cholerae 
Xanthomonas campestris 
Teilsumme 
 
Nicht identifiziert 
Gesamtsumme 
Anzahl Arten 
 
 
 
 
 
0,8 
0,8 
 
 
 
 
 
 
 
1,6 
1,6 
1,6 
 
3,3 
 
 
 
 
9,8 
 
16,4 
100 
31 
 
 
 
1,5 
 
6,7 
8,2 
0,7 
 
 
 
 
 
 
0,7 
0,7 
3,0 
 
5,9 
 
10,4 
 
 
28,1 
 
10,4 
100 
32 
 
7,9 
 
1,6 
 
2,4 
4,0 
9,5 
 
 
 
 
 
 
5,5 
5,5 
2,4 
 
9,5 
 
14,2 
 
 
58,3 
 
13,4 
100 
31 
 
1,4 
 
2,1 
 
10,5 
13,3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2,8 
 
4,2 
 
2,8 
 
 
25,2 
 
9,1 
100 
32 
 
2,0 
 
4,1 
 
2,7 
7,5 
 
 
 
 
 
 
 
4,7 
4,7 
2,7 
 
3,4 
 
3,4 
 
2,0 
25,7 
 
12,2 
100 
36 
 
1,4 
 
7,0 
 
0,7 
7,7 
 
 
 
 
 
 
 
0,7 
0,7 
 
 
 
 
0,7 
6,3 
0,7 
50,7 
 
8,5 
100 
39 
 
1,4 
 
12,9 
 
 
12,9 
 
 
 
 
 
 
 
2,1 
2,1 
 
 
 
 
 
 
4,3 
20,7 
 
6,4 
100 
22 
 
2,0 
 
9,0 
1,0 
9,0 
19,0 
 
4,0 
 
 
 
 
8,0 
61,0 
69,0 
 
 
 
 
 
 
1,0 
95,0 
 
4,0 
100 
9 
 
6,0 
1,0 
73,0 
 
 
73,0 
 
 
3,0 
1,0 
3,0 
2,0 
 
7,0 
7,0 
 
1,0 
1,0 
3,0 
 
 
 
100 
 
0 
100 
10 
1 Für die Bestimmung des Bakterienspektrums wurden 35 Isolate (Boden und Rhizosphäre) bzw. 25 Isolate (Endorhiza) mit FAME 
charakterisiert (n = 4). Aufgrund des enormen Bakterienspektrums im Boden und in der Rhizosphäre wurden für diese beiden Habitate nur die 
Arten aufgelistet, die mit > 5 % Häufigkeit in mindestens einer Varianten auftraten. Folgende weitere Gram-positive Bakterien wurden isoliert: 
Arthrobacter citreus, A. nicotianae, A. pascens, A. protophormiae, A. saperdae, A. uratoxydans, und A. viscosus; Aureobacterium barkeri, A. 
seperdae und A. liquefaciens; Brevibacillus brevis; Bacillus cereus, B. chitinosporus, B. circulans, B. freudenreichii, B. laterosporus, B. 
longisporus, B. mycoides, B. pumilus, B. sphaericus und B. thuringiensis; Brevibacteium helvolum; Cellulomonas biazotae, C. cartae, C. fimi 
und C. gelida; Clavibacter michiganensis; Corynebacterium bovis; Curtobacterium flaccumfaciens; Gluconobacter asaii; Kurthia gibsonii; 
Microbacterium imperale; Micrococcus kristinae; Paenibacillus pabuli; Rhodococcus chubuensis und Staphylococcus aureus. Folgende weitere 
Gram-negative Bakterien wurden isoliert: Acidovorax avenae und A. facilis; Actinobacillus lignieresii; Alcaligenes eutophus und A. 
xykisixysans; Azospirillum brasilense; Chryseobacterium balustinum und C. meningosepticum; Citrobacter freundii; Comamonas acidovorans 
und C. testosteroni; Enterobacter asburiae und E. cancerogenus: Erwinia amylovora und E. chrysanthemi; Escherichia coli; Flavobacterium 
aquatile und F. yabuuchiae; Kluyvera cryocrescens; Methylobacterium mesophilicum und M. zatmanii, Ochrobactrum anthropi; 
Phyllobacterium rubiacearum und P. myrsinacearum; Pseudomonas cichorii, P. fluorescens, P. marginalis, P. putida, P. saccharophila und P. 
savastanoi; Ralstonia solanacearum; Rhodobacter adriaticus; Sphingomonas capsulata; Vibrio fluvialis; Xanthobacter agilis. 2 S = nicht mit 
Baumwolle bepflanze Erde, R = Rhizosphäre, E = Endorhiza, + bzw. - = mit bzw. ohne Chitin.                                  (nach Hallmann et al., 1999) 
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Die überwiegende Anzahl Bakterienarten trat unabhängig von Behandlung und Versuchsdauer in 
niedrigen Besatzdichten auf. Hinsichtlich der dominierenden Arten konnten jedoch einige Unterschiede 
in Abhängigkeit der Chitin-Behandlung beobachtet werden. So waren Arthrobacter und Bacillus die 
beiden dominierenden Gattungen im Boden bzw. Rhizosphäre am Tag 0, 21 und 54 (Tabelle 34). Die 
Dominanz beider Gattungen wurde durch die Chitin-Behandlung innerhalb von 21 Tagen drastisch 
reduziert. Im Falle von Arthrobacter sank die Besatzdichte über die Zeit weiter ab und betrug nach 54 
Tagen 0,7 % (- Baumwolle) bzw. 2,1 % (+ Baumwolle) gegenüber 31,5 % (- Baumwolle) bzw. 28,5 % 
(+ Baumwolle) in der Kontrolle. Im Gegensatz dazu erholte sich Bacillus in dem Chitin-behandelten 
Boden mit der Zeit und stieg von 1,6 % (Tag 21) auf 15,5 % (- Baumwolle) bzw. 16,4 % (+ Baumwolle) 
an und erreichte damit vergleichbare Besatzdichten wie in der Kontrolle. Zu den Bakterien, die durch die 
Chitin-Behandlung gefördert wurden, zählten Burkholderia cepacia und einige coryneforme Bakterien 
(Aureobacterium testaceum, Corynebacterium aquaticum, Rathayibacter tritici), die mit Besatzdichten 
> 5 % ausschließlich in Chitin-behandeltem Boden auftraten. Im Gegensatz zum Boden wurde das 
endophytische Bakterienspektrum jeweils von einer Gattung dominiert, und zwar in der Kontrolle von 
Phyllobacterium (69 %) und in der Chitin-Behandlung von Burkholderia (73 %).  
Möglicherweise stehen Bakterienarten, die durch die Bodenbehandlung mit Chitin gefördert wurden, in 
unmittelbarem Zusammenhang mit der Nematodensuppressivität. Sowohl B. cepacia als auch 
coryneforme Bakterien sind bekannte Antagonisten. Ein Anstieg von B. cepacia und coryneformer 
Bakterien wird bei Anbau bestimmter Feindpflanzen wie Jackbohne (Cannavalia ensiformis) und 
Samtbohne (Mucuna deeringiana) beobachtet (Kloepper et al., 1991; Vargas-Ayala at al., 2000). In 
eigenen Untersuchungen zeigten 5 von 12 B. cepacia Isolate eine Bekämpfung von M. incognita an 
Baumwolle um 30-50 % (unveröffentlichte Daten). Zahlreiche weitere Arbeiten belegen die positive 
Wirkung von B. cepacia für die Pflanzengesundheit (Chiarine et al., 1994; DeFreitas und Germida, 1991; 
Hebbar et al., 1992; Parke et al., 1991) und führten im Falle von Deny® sogar zur Produktion eines 
Pflanzenschutzmittels. Ebenso wurde auf die antagonistische Wirkung coryneformer Bakterien gegen 
pilzliche und bakterielle Pathogene bereits mehrfach hingewiesen (Fernando und Lindermann, 1995; 
Gamard und deBoer, 1995). 
Die beobachteten Unterschiede im Bakterienspektrum zwischen einem unbehandelten und einem mit 
Chitin behandelten Boden zeigten sich auch in den verschiedenen Diversitätsparametern Richness und 
Diversity N1 (Tabelle 35). Die Chitin-Behandlung führte zu einer signifikant höheren Diversity N1 nach 
21 Tagen und einer signifikant höheren Richness nach 54 Tagen im Boden/Rhizosphäre. Demgegenüber 
unterschieden sich die endophytischen Bakterien in ihrer Diversität nicht voneinander. Insgesamt wurden 
aus der Endorhiza neun (- Chitin) bzw. 10 Bakterienarten (+ Chitin) isoliert. Pro Pflanze traten dabei 
zwischen zwei und acht Arten auf, wobei jede Pflanze von einer Bakterienart mit einer Isolations-
häufigkeit > 44% dominiert wurde (Daten nicht dargestellt).  
Tab. 35 Einfluss einer Bodenbehandlung mit 1% Chitin auf die Diversität der Bakterien in Boden, Rhizosphäre 
und Endorhiza über die Zeit 
  Boden/Rhizosphäre Endorhiza 
  Tag 0 Tag 21 Tag 54 Tag 54 
 Richness1 
  
  
 Diversity N12 
- Chitin 
+ Chitin 
 
- Chitin 
+ Chitin 
7,75 
 
 
5,24 
10,00 
11,75 
 
7,02 
9,50 * 
14,50 
17,50 * 
 
8,29 
12,59 
4,00 
3,75 
 
2,48 
2,53 
Mit * gekennzeichnete Mittelwerte eines Diversitätsparameters innerhalb einer Spalte sind signifikant verschieden nach 
Student‘s t-Test (P = 0,05, n = 4); 1 Richness ist ein Maß für die Anzahl Arten; 2 N1 ist ein Maß für die Häufigkeit der Arten.  
(nach Hallmann et al., 1999) 
Mit wenigen Ausnahmen traten alle Bakterienarten der Endorhiza auch im Boden auf. Umgekehrt waren 
aber nicht alle Bakterienarten im Boden auch endophytisch, wie an der sehr geringen Anzahl Gram-
positiver Bakterien in der Wurzel gut zu sehen ist. Einerseits mögen die Umweltbedingungen in der 
Pflanze nicht den Ansprüchen vieler Bodenbakterien genügen, andererseits scheint die Pflanze selbst die 
Besiedlung durch endophytische Bakterien zu kontrollieren. Obwohl P. rubiacearum zum Zeitpunkt der 
Baumwollsaat (Tag 21) häufiger in Chitin-behandeltem als unbehandeltem Boden auftrat, besiedelte es 
nur marginal die in Chitin gewachsenen Baumwollpflanzen, dominierte aber in den Kontrollpflanzen. 
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Umgekehrt wurde B. cepacia, dass zu etwa gleichen Anteilen in unbehandeltem und mit Chitin 
behandeltem Boden auftrat, sehr viel häufiger aus Baumwolle in Chitin-behandeltem Boden als in 
unbehandeltem Boden isoliert. Diese Beobachtungen können nicht allein auf die teils unterschiedlichen 
Ausgangsdichten im Boden zurückgeführt werden. Vielmehr ist zu vermuten, dass es durch die 
Bodenbehandlung mit Chitin zu physiologischen und biochemischen Veränderungen in der Pflanze kam, 
in deren Folge sich ein unterschiedliches Bakterienspektrum entwickelte. Ein Hinweis hierfür ist die 
signifikante Erhöhung der ‘pathogenesis-related proteins‘ (PR-Proteine) Chitinase und Peroxidase (Abb. 
45, 46). Eine erhöhte Chitinase- und Peroxidaseaktivität tritt in der Regel nach Nematodenbefall (Zacheo 
und Bleve-Zacheo, 1995) oder in resistenten Pflanzen (Qiu et al., 1997) auf. In dem vorliegenden Fall 
waren die Pflanzen aber deutlich geringer mit M. incognita befallen als in der Kontrolle, so dass der 
Nematodenbefall als Ursache der erhöhten Chitinase- und Peroxidaseaktivität nicht in Frage kommt. 
Eine höhere Chitinase- und Peroxidaseaktivität wird auch für Tomaten nach Anzucht in Fusarium-
suppressivem Boden berichtet (Tamietti et al., 1993). Dabei induzierte das apathogene Fusarium-Isolat 
mit der stärksten suppresssiven Wirkung auch die höchste Enzymaktivität in der Pflanze, wohingegen ein 
apathogenes Fusarium-Isolat ohne suppressive Wirkung keine Enzymaktivität in der Pflanze induzierte. 
Nach den Autoren deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass die höhere Krankheitsresistenz von 
Pflanzen auf Fusarium-suppressiven Standorten zumindest teilweise durch apathogene Fusarien induziert 
wurde (Tamietti et al., 1993). Auch die eigenen Ergebnisse könnten auf eine Stimulierung pflanzlicher 
Resistenzmechanismen hindeuten. Chitin wird durch die chitinolytische Aktivität der Mikroorganismen 
im Boden zu Chitobiose und N-Acetylglucosamin abgebaut (Muzzarelli, 1977). Chitinoligomere und N-
Acetylglucosamin wiederum sind als Resistenzinduktoren gegenüber pilzlichen Pathogenen bekannt 
(Benhamou et al., 1994; Vander et al., 1998). Inwieweit eine Bodenbehandlung mit Chitin auch 
Resistenz gegen pflanzenparasitäre Nematoden induzieren kann, wurde mit dem im Kapitel 2.7 
dargestellten Split-Root-System überprüft. Die eine Wurzelhälfte wuchs dabei in einem mit 1 % Chitin 
behandelten Boden, die andere Wurzelhälfte in normalem Boden. In letztere wurden nach 14 Tagen 2000 
Larven von M. incognita inokuliert. Nach weiteren 6 Wochen wurden für die mit M. incognita 
inokulierte Wurzelhälfte die Parameter Wurzelfrischgewicht, Gallindex nach Zeck (1971) und Anzahl 
extrahierbarer Larven ermittelt. 
Das Wurzelfrischgewicht erreichte bei Behandlung mit 1 % Chitin 1,64 g und lag damit signifikant höher 
als in der Kontrolle mit 1,01 g (Tabelle 36). Darüberhinaus führte die  Bodenbehandlung mit Chitin zu 
einem tendenziell niedrigeren Gallindex und einer signifikant niedrigeren Anzahl Larven als in der 
Kontrolle. Die Untersuchungen bekräftigen damit die Vermutung, dass eine Stimulierung pflanzlicher 
Resistenzmechanismen an der insgesamt beobachteten Befallsreduzierung von M. incognita nach einer 
Bodenbehandlung mit Chitin beteiligt ist. 
Tab. 36 Einfluss einer Bodenbehandlung mit 1 % Chitin auf das Wurzelfrischgewicht von Gurke cv. SMR58, 
den Gallindex und die Anzahl extrahierter Larven von Meloidogyne incognita 
 Wurzelfrischgewicht (g) Gallindex1 Anzahl extrahierte Larven 
 Kontrolle 
 1% Chitin 
1,01 
  1,64* 
5,38 
4,67 
   81,56* 
 40,25 
Mit * gekennzeichnete Mittelwerte innerhalb einer Spalte sind signifikant verschieden nach Student‘s t-Test (P = 0,05, n = 9);. 
1 Gallindex auf einer Skala von 0-10 nach Zeck (1971).                                                                        (Hallmann, unveröffentlicht) 
Zusammenfassende Bewertung der organischen Substanzen: Basierend auf den obigen Beobachtungen 
kann der Einfluss von organischer Substanz auf des Bodenökosystem wie folgt zusammengefasst 
werden. Die Zugabe von organischer Substanz führt zu einem Anstieg saprophytischer Mikroorganismen 
im Boden. Mit zunehmender Besatzdichte von Bakterien und Pilzen wird die Enzymaktivität im Boden 
erhöht und organische Substanz abgebaut. Die Endprodukte des organischen Abbaus wiederum dienen 
der Pflanze als Nährstoffe bzw. stimulieren pflanzliche Abwehrmechanismen und können zur 
Suppressivität des Bodens gegenüber pflanzenparasitären Nematoden und anderen bodenbürtigen Patho-
genen führen. Die Mikroorganismen wiederum stellen die Nahrungsgrundlage für andere Bodenorganis-
men dar wie zum Beispiel für bakteriophage und mykophage Nematoden. Das Ausmaß der quantitativen 
und qualitativen Veränderungen im Bodenökosystem wird dabei maßgeblich von der Zusammensetzung 
der organischen Substanz, insbesondere ihres C/N-Verhältnisses, beeinflusst. Die einzelnen organischen 
Substanzen hatten dabei folgende Wirkungen auf das Habitat Rhizosphäre/Endorhiza, die Förderung 
natürlich vorkommender Antagonisten und die Unterdrückung pflanzenparasitärer Nematoden. 
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Celufil - Durch Einbringen einer C-reichen Substanz wie Celufil in den Boden wurde die Aktivität der 
Bodenbakterien zwar geringfügig erhöht, andererseits kam es aufgrund des erhöhten N-Bedarfes der 
Bakterien zur Festlegung von Stickstoff im Boden, so dass Nitrat nur noch in Spuren im Boden 
nachgewiesen werden konnte. Mit dem Nitrat fehlte den Pflanzen ein entscheidender Wachstumsfaktor. 
Die Pflanzen blieben in ihrem Wuchs zurück und wurden weiterhin von Nematoden befallen. Aufgrund 
des stark reduzierten Pflanzenwachstums lag der absolute Nematodenbefall zwar unterhalb der Kontrolle, 
bezogen auf das Wurzelgewicht wurden aber vergleichbare Befallsintensitäten wie in der Kontrolle 
beobachtet. Celufil hatte keine Wirkung auf die Besatzdichte pflanzenparasitärer und saprophytischer 
Nematoden im Boden, noch auf pH, Leitfähigkeit und Ammoniumkonzentration des Bodens. Auch die 
Konzentration der Chitinasen und Peroxidasen in der Pflanze und die enzymatische Aktivität im Boden 
wurden durch die Celufil-Zugabe nicht signifikant verändert. Einzig die Esteraseaktivität im Boden war 
leicht erhöht. Celufil als reine C-Quelle führte weder zu einer nachhaltigen Stimulierung der 
mikrobiellen Aktivität im Boden noch zu einer Unterdrückung pflanzenparasitärer Nematoden. Genauso 
wenig eignen sich andere C-reiche Substanzen wie Stroh oder Sägemehl für die Bekämpfung von 
pflanzenparasitären Nematoden (Akhtar und Alam, 1993). Hauptursache der fehlenden Wirkung ist das 
weite C/N-Verhältnis bzw. die fehlende N-Komponente. Eine nematizide Wirkung wird in der Regel ab 
einem C/N-Verhältnis von < 20 erzielt (Rodríguez-Kábana und Morgan-Jones, 1987). Werden C-reiche 
organische Substanzen eingesetzt, kann durch eine N-Ausgleichsdüngung das C/N-Verhältnis korrigiert 
und die gewünschte suppressive Wirkung erzielt werden. Das C/N-Verhältnis sollte aber nicht unter 14 
absinken, da dann empfindliche Pflanzen bereits mit phytotoxischen Erscheinungen reagieren. Wird 
Phytotoxizität erwartet, so ist die Applikation der Substanzen mindestens vier Wochen vor dem Pflanzen 
durchzuführen. 
Chitin - Ganz anders als bei Celufil zeigte sich die Situation nach Zugabe des N-haltigen Polysaccharids 
Chitin. Nach Behandlung des Bodens mit Chitin stieg die mikrobielle Besatzdichte im Boden, 
insbesondere die der chitinolytischen Mikroorganismen an. Die Zunahme der Mikroorganismen bewirkte 
eine Vermehrung saprophytischer Nematoden. Als weitere Folge des Chitinabbaus stieg die Leitfähigkeit 
im Boden auf über das 5fache gegenüber der Kontrolle an. Der Anstieg der Leitfähigkeit erklärte sich zu 
einem erheblichen Anteil durch die parallel erhöhten NO3
-- und NH4
+-Konzentrationen. Die höhere N-
Verfügbarkeit im Boden wirkte sich positiv auf das Pflanzenwachstum aus, wobei in der 1. 
Baumwollkultur ein vergleichbares Sprossfrischgewicht wie in der Kontrolle mit einem halb so großen 
Wurzelsystem erzielt wurde und in der 2. Baumwollkultur sowohl Spross- als auch Wurzelfrischgewicht 
deutlich gegenüber der Kontrolle erhöht waren. Der Befall der Baumwolle mit pflanzenparasitären 
Nematoden wurde durch Chitin signifikant reduziert. Die suppressive Wirkung des Bodens war auch 10 
Wochen nach der Bodenbehandlung mit Chitin noch gegeben. Als Ursache der suppressiven Wirkung 
des Chitins wird die Freisetzung nematizid wirksamer Ammoniumkonzentrationen und die Förderung 
chitinolytischer Mikroorganismen angesehen (Rodriguez-Kabana et al., 1984; Spiegel et al., 1987). 
Inwieweit die beobachteten erhöhten Ammoniumkonzentrationen im Boden an der Unterdrückung von 
M. incognita beteiligt waren, konnte nicht abschließend geklärt werden. Die in den eigenen Versuchen 
gemessenen NH4-Konzentrationen lagen unterhalb der als nematizid angegebenen Konzentration von 125 
mg N/kg Boden (Rodríguez-Kábana, 1986; Rodríguez-Kábana et al., 1982). Andererseits wurden die 
NH4-Konzentration nur am 1. und 21. Tag gemessen, so dass über die maximale NH4-Konzentration 
zwischen diesen beiden Probenahmeterminen keine Aussage gemacht werden konnte. Neben den beiden 
genannten Wirkungsmechanismen einer Bodenbehandlung mit Chitin wurde zusätzlich die Induktion 
pflanzlicher Abwehrmechanismen und die Etablierung einer antagonistischen Bakterienflora beobachtet. 
Die hier in ihrer Gesamtheit beschriebenen Auswirkungen einer Bodenbehandlung mit Chitin werden im 
Einzelnen von verschiedenen Autoren bestätigt, wie zum Beispiel die erhöhte mikrobielle Aktivität 
(Godoy et al., 1983; Rodríguez-Kábana and Morgan-Jones, 1987; Sarathchandra et al., 1996; Spiegel et 
al., 1987), Anreicherung chitinolytischer Mikroorganismen (Godoy et al., 1983; Spiegel et al., 1987), 
erhöhte Besatzdichten saprophytischer Nematoden (Rodríguez-Kábana et al., 1989; Sarathchandra et al., 
1996), erhöhte Chitinaseaktivität im Boden (Rodríguez-Kábana et al., 1983) und Verbesserung des 
Pflanzenwachstums (Rodríguez-Kábana et al., 1989; Spiegel et al., 1986). Eine suppressive Wirkung von 
Chitin wurde bisher für Meloidogyne arenaria (Godoy et al., 1983; Mian et al., 1982; Rodríguez-Kábana 
et al., 1989), M. incognita (Mankau und Das, 1969), M. javanica (Spiegel et al., 1986, 1987), Heterodera 
glycines (Rodríguez-Kábana et al., 1984), H. trifolii (Sarathchandra et al., 1996) und Pratylenchus 
brachyurus (Rodríguez-Kábana et al., 1989) nachgewiesen. 
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Kasein und Gelatine - Beide Substanzen waren sich ähnlich in ihrer Förderung des Pflanzenwachstums 
der 2. Baumwollkultur und ihrer Wirkung auf Bodenorganismen, Boden-pH, Leitfähigkeit, NO3- und 
NH4-Haushalt. Darüber hinaus zeigte Kasein im Vergleich zur Gelatine aber eine ausgeprägtere 
suppressive Wirkung gegen M. incognita verbunden mit einer deutlich stärkeren enzymatischen Aktivität 
im Boden und in der Pflanze. Wie ist die unterschiedliche Wirkung zweier vom C/N-Verhältnis 
vergleichbarer Proteine zu erklären? Hauptunterschied der beiden Proteine ist ihre Zusammensetzung. 
Gelatine besteht primär aus Glycin und (Hydroxy-)Prolin, wohingegen sich Kasein aus einem Gemisch 
verschiedenster Aminosäuren zusammensetzt, die den Nährstoffansprüchen der Bakterien eher gerecht 
werden. Vergleicht man die Enzymaktivitäten im Boden und in der Pflanze, so zeigte sich nach Kasein-
Zugabe eine deutlich höhere Protease-Aktivität im Boden als bei Gelatine. Weiterhin war bei Kasein, 
nicht aber bei Gelatine, eine deutliche Aktivitätssteigerung der pflanzlichen PR-Proteine Chitinase und 
Peroxidase gegenüber der Kontrolle zu beobachten, was auf eine Induktion pflanzlicher Abwehr-
mechanismen hindeuten könnte. 
Wie die Ergebnisse zeigen, kann durch die Wahl der organischen Substanz die mikrobielle Aktivität im 
Boden gesteuert und der Nematodenbefall reduziert werden. Entscheidende Faktoren für die Auswahl der 
organischen Substanz sind deren Herkunft, Zusammensetzung und ihr C/N-Verhältnis. Neben einer 
direkten Wirkung, ausgelöst zum Beispiel durch toxische Ammoniumkonzentrationen, unterscheidet man 
eine indirekte Wirkung in Form einer Stimulierung der pflanzlichen Resistenz bzw. Toleranz und des 
antagonistischen Potenzials im Boden. Der indirekten Wirkung kommt vermutlich die größere 
Bedeutung für die Praxis zu und würde insbesondere die nachhaltige Wirkung dieser Substanzen für die 
Pflanzengesundheit erklären. In die letztgenannte Gruppe fallen auch zahlreiche der in den letzten Jahren 
verstärkt angebotenen Bodenhilfsstoffe und bodengesundheitsfördernden Produkte. So bewirkt eine 
Bodenbehandlung mit 200 kg/ha TerraPy® (Cognis Deutschland GmbH, Düsseldorf) eine deutliche 
Stimulierung der Bodenmikroorganismen sowie eine Anreicherung P-mobilisierender Acinetobacter spp. 
(Mulawarman et al., 2001).  
Bei Tomaten, die mit TerraPy® behandelt wurden, war das Wurzelsystem bis zu 40 % erhöht, der 
Fruchtansatz und Ertrag um > 50 % verbessert, sowie der Nematodenbefall um 50 % reduziert 
(Hallmann et al., 2000b). Die Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden durch Förderung antago-
nistischer Bakterien im Boden steht noch am Anfang der Entwicklung. Erste vielversprechende Ergeb-
nisse liegen vor. Inwieweit sich ein solches Verfahren aber in der Praxis durchsetzen wird, hängt vor 
allem von der jeweiligen Verfügbarkeit und Wirksamkeit alternativer Bekämpfungsverfahren ab, wie 
resistenten Sorten und chemischen Pflanzenschutzmitteln. 
Förderung durch Anbau geeigneter Pflanzen 
Außer durch den Einsatz organischer Substanzen kann das antagonistische Potenzial im Boden bzw. in 
der Pflanze durch die Wirtspflanze gesteuert werden. Pflanzen scheiden Exsudate aus, die von den 
Bakterien als Nährstoff genutzt werden. Es kommt zu einer Stimulierung des Bakterienwachstums, 
wobei in Abhängigkeit von Menge und Zusammensetzung der Exsudate bestimmte Arten spezifisch 
gefördert werden. Da die Zusammensetzung der Exsudate vom pflanzlichen Genotyp abhängt, kann über 
die Wahl der Pflanzenart bzw. -sorte das Bakterienspektrum im Boden gesteuert werden. Trägt das 
Bakterienspektrum in besonderem Maße zur Pflanzengesundheit bei, spricht man auch von einer 
‘Rhizosphere Specific Microbial Community‘ (RSMC) (Diab El Arab et al., 2001; Vilich und Skora, 
1998). 
Ein Vergleich der Rhizosphärebakterien von Sojabohne mit den von vier Nicht-Wirtspflanzen bzw. 
Feindpflanzen pflanzenparasitärer Nematoden zeigt ein völlig unterschiedliches Bakterienspektrum 
(Kloepper et al., 1991). Die Nicht-Wirtspflanzen und Feindpflanzen förderten insbesondere Gruppen von 
Bakterien, die als Antagonisten bekannt sind. So erhöhten Samtbohne und Jackbohne den Anteil 
coryneformer Bakterien. Weiterhin lag bei den Nicht-Wirtspflanzen bzw. Feindpflanzen Jackbohne, 
Rizinus und Roggen der Anteil chitinolytischer Bakterien signifikant höher als bei Sojabohne. Die 
physiologische Charakterisierung von je 50 Bakterienisolaten aus der Rhizosphäre ergab für alle vier 
Nicht-Wirtspflanzen bzw. Feindpflanzen im Vergleich zur Sojabohne ein stärkeres Auftreten von 
Bakterien mit chitinolytischer Aktivität, Gelatinehydrolyse, Phenoloxidation, Bildung von Siderophoren 
und Bildung fungizider Substanzen. Insgesamt zeigten die Pflanzen mit antagonistischer Wirkung gegen 
pflanzenparasitäre Nematoden eine charakteristische Rhizosphären-Mikroflora, die sich deutlich von der 
der Sojabohne entschied.  
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Weiterführende Untersuchungen von Vargas-Ayala et al. (2000) an Samtbohne zeigten, dass der Einfluss 
der Wirtspflanze auf die Rhizosphärenmikroflora von nachhaltiger Wirkung ist und sich über mindestens 
zwei Folgekulturen erstreckt. Die Autoren gehen sogar von einer induzierten Suppressivität gegen 
pflanzenparasitäre Nematoden aus. Diese Hypothese wird unterstützt durch Untersuchungen von 
Chavarría-Carvajal und Rodríguez-Kábana (1998), die eine erhöhte Parasitierung von Meloidogyne-Eiern 
nach Anbau von Samtbohne zeigen. Die hier gezeigte, auf den einmaligen Anbei einer Wirtspflanze 
zurückgehende, Suppressivität unterscheidet sich damit von der auf mehrjährigen Anbau der gleichen 
Kulturpflanze zurückgehende Suppressivität, wie sie von Gair et al. (1969) erstmals beschrieben wurde. 
Im letzteren Fall wird die Suppressivität nicht von der Pflanze, sondern vielmehr vom Nematoden selbst 
induziert. Infolge stetig steigender Nematodendichten beim Anbau der gleichen Wirtspflanze kommt es 
zu einer starken Vermehrung spezifischer Nematodenantagonisten, in deren Folge die pflanzenpara-
sitären Nematoden zurückgedrängt werden.  
Unterschiede im Spektrum pflanzenassoziierter Bakterien treten aber nicht nur zwischen verschiedenen 
Pflanzenarten auf sondern auch zwischen Sorten einer Pflanzenart. Bereits 1961 berichteten Samish et 
al., dass sich Tomatenfrüchte verschiedener Sorten in ihrem Endophytenspektrum unterscheiden. 
Unterschiede im Bakterienspektrum verschiedener Sorten werden auch für Kartoffel (Sturz et al., 1999) 
und Baumwolle (Adams und Kloepper, 1998) berichtet. Von besonderem Interesse ist daher die Frage, 
ob sich möglicherweise resistente von anfälligen Sorten durch ein charakteristisches Bakterienspektrum 
mit hohem Anteil antagonistisch wirksamer Bakterien unterscheidet, wie dies als Ursache für die 
‘Multiadversity‘-Resistenz von Baumwolle vermutet wird (Bird et al., 1980; Bird 1982). Da sich mit der 
genetischen Resistenz auch die Physiologie und damit die Exsudation der Pflanze ändert, sind 
Unterschiede im pflanzenassoziierten Bakterienspektrum zwischen resistenten und anfälligen Sorten 
durchaus zu erwarten. Inwieweit jedoch ähnlich den Nicht-Wirtspflanzen und Feindpflanzen auch bei 
resistenten Pflanzen ein erhöhter Anteil antagonistisch wirksamer Bakterien auftritt, wurde bisher nur 
ansatzweise untersucht. Demnach zeigten sich keine Unterschiede im Bakterienspektrum zweier 
Rebsorten mit unterschiedlich ausgeprägter Resistenz gegen Agrobacterium tumefaciens (Bell et al., 
1995). Weitere Untersuchungen sind jedoch dringend erforderlich um diese Thematik abschließend zu 
beurteilen.  
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ENTWICKLUNG EINER BEKÄMPFUNGSSTRATEGIE 
In den vorherigen Kapiteln wurde gezeigt, dass antagonistische Bakterien in erheblichem Maße zur 
Unterdrückung pflanzenparasitärer Nematoden beitragen. Nun stellt sich die Frage, wie wir dieses von 
Natur aus in allen Böden vorhandene Bekämpfungspotenzial nutzen können? Wie können wir es in 
moderne Pflanzenschutzstrategien integrieren? Erste Ansätze gibt es bereits. Verfahren wie Minimal-
bodenbearbeitung, Gründüngung, resistente Zwischenfrüchte oder Ausbringen von Kompost fördern das 
Bodenleben und damit auch den Anteil antagonistischer Bakterien im Boden. Diese Verfahren werden 
aber meist aus anderen Gründen als zur Nematodenbekämpfung eingesetzt. Strategien müssen entwickelt 
werden, die zu einer besseren Ausnutzung des antagonistischen Potenzials führen. Dies erfordert gute 
Kenntnisse der Abundanzdynamik pflanzenparasitärer Nematoden in dem jeweiligen Anbausystem 
sowie entsprechende Erfahrungen über den Bekämpfungserfolg der jeweiligen Maßnahme. Prognose-
modelle können helfen, den zu erwartenden Nematodenbefall abzuschätzen, so dass mit Gegenmaß-
nahmen frühzeitig begonnen werden kann (Schmidt, 1992). Luftaufnahmen in Verbindung mit Precision 
Farming helfen, Befallsnester innerhalb einer Fläche aufzuspüren und gezielt zu behandeln. Die 
jeweiligen Maßnahmen müssen für den Anbauer einfach umzusetzen sein und ein vergleichbares oder 
besseres Kosten/Nutzen-Verhältnis als herkömmliche Verfahren bieten. Entsprechend sind bei der 
Entwicklung dieser Strategien verschiedene Faktoren zu berücksichtigen, wie Wirtspflanzenkreis, 
Wirkungsmechanismus und Formulierung der Antagonisten, Anzahl der Applikationen, Umweltbedin-
gungen und Kompatibilität mit anderen Pflanzenschutzmaßnahmen. 
Weder der aktive Einsatz antagonistischer Bakterien noch die Förderung natürlich vorkommender 
antagonistischer Bakterien wird in der Regel allein für den Schutz der Pflanze ausreichend sein. Daher 
sind diese Verfahren in der Praxis mit anderen Maßnahmen zum Schutz der Pflanze zu kombinieren. Die 
Maßnahmen wiederum sind zum Zeitpunkt ihrer höchsten Effektivität einzusetzen. Dies kann vor, 
während oder nach Anbau der zu schützenden Kultur sein. Maßnahmen, die in Kombination mit 
antagonistischen Bakterien bzw. zur Förderung natürlich vorkommender Antagonisten eingesetzt werden 
können, sind im folgenden aufgeführt.  
Anbau resistenter/toleranter Sorten: Pflanzliche Genotypen unterscheiden sich in ihren biochemischen 
Eigenschaften und damit auch in der Zusammensetzung ihrer Wurzelexsudate, die wiederum die 
Nährstoffgrundlage für pflanzenassoziierte Bakterien darstellen. Inwieweit resistente Genotypen speziell 
antagonistische Bakterien fördern und damit die Wirkung der genetisch determinierten Resistenz 
unterstützen, ist noch wenig untersucht, wird aber von verschiedenen Autoren vermutet (Bird et al., 
1980, 1982). Vorstellbar wäre auch, durch Selektion von Sorten mit einer hohen Affinität für antago-
nistische Bakterienarten Nematodenproblemen entgegenzuwirken. Entsprechend kann bei empfindlichen 
Pflanzen durch Applikation antagonistischer Bakterien die Toleranz gegenüber Nematodenbefall erhöht 
werden. Unter Nematodenbefall reagieren die Pflanzen weniger stark mit Ertragsdepressionen als nicht 
mit Bakterien behandelte Pflanzen. Weitere Einsatzmöglichkeiten für antagonistische Bakterien ergeben 
sich beim Anbau von toleranten Sorten. Da der Anbau von toleranten Sorten zu einer Vermehrung 
pflanzenparasitärer Nematoden beiträgt, könnte durch gleichzeitige Applikation von antagonistischen 
Bakterien dieser negativen Wirkung auf die Abundanzdynamik der Nematoden entgegen gewirkt 
werden.  
Anbau von Feindpflanzen: Feindpflanzen, oft auch als antagonistische Pflanzen bezeichnet, reduzieren 
die Besatzdichte pflanzenparasitärer Nematoden im Boden. Die Wirkung dieser Pflanzen ist auf die 
Bildung toxischer Metabolite und/oder die Förderung antagonistischer Mikroorganismen zurückzuführen 
und wurde bereits ausführlich beschrieben. Die Höhe des Bekämpfungserfolges lässt sich durch die Wahl 
der Feindpflanze und ihre Anbaudauer, ob als Haupt- oder Zwischenfrucht, steuern. Staatliche Förder-
mittel, wie z. B. aus dem Flächenstilllegungsprogramm, können dabei sinnvoll genutzt werden. 
Pflanzenschutzmaßnahmen: Durch Kombination biologischer und konventioneller Pflanzenschutzmittel 
kann eine Wirkungssteigerung erzielt bzw. die Aufwandmenge konventioneller Pflanzenschutzmittel bei 
gleicher Wirkung reduziert werden, insbesondere dann, wenn sich die beiden Verfahren in Wirkungsort 
(Boden/Pflanze), Wirkungsart (protektiv/kurativ) oder Wirkungsmechanismus (direkt/indirekt) ergänzen. 
Entsprechende Verfahren, wie die kombinierte Saatgutbehandlung von Baumwolle mit Bacillus subtilis 
GB03 und Fungiziden, werden bereits seit Jahren erfolgreich zur Bekämpfung bodenbürtiger Pilze 
eingesetzt (Gustafson LLC, Plano, TX, USA). 
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Kombination von Antagonisten: Auch durch Kombination von Antagonisten mit unterschiedlichen 
Eigenschaften können Wirkungseffektivität und Wirkungssicherheit erhöht werden. Dabei sind folgende 
Kombinationen vorstellbar: (1) Zwei oder mehrere antagonistische Bakterien mit unterschiedlichen bzw. 
sich ergänzenden Eigenschaften oder (2) antagonistische Bakterien mit anderen Antagonisten von Nema-
toden (Pilze, räuberische Nematoden, Collembolen, Enchytraeiden, Tardigraden). So bewirkt zum Bei-
spiel die Kombination von antagonistischen Bakterien mit Mykorrhizapilzen eine synergistische Befalls-
reduzierung von pflanzenparasitären Nematoden (Sikora, pers. Mitteilungen). 
Organische Substanz/Gründüngung: Die Zufuhr organischer Substanz in Form von Kompost, Mist, 
Stroh, Gründüngung oder ähnlichem stimuliert die mikrobielle Aktivität im Boden und fördert den Anteil 
antagonistischer Mikroorganismen. Die Möglichkeiten und Auswirkungen von organischer Substanz 
hinsichtlich ihrer Förderung antagonistischer Bakterien wurde zuvor an einigen Beispielen näher 
erläutert. Die Wahl des jeweils besten Verfahrens hängt ab von der Verfügbarkeit und Zusammensetzung 
des organischen Materials sowie von pflanzenbaulichen und arbeitsorganisatorischen Faktoren. Mögliche 
Strategien sind: (1) unspezifische Förderung antagonistischer Bakterien, (2) gezielte Förderung 
bestimmter Antagonisten durch spezifische organische Substanzen und (3) Kombination mit antago-
nistischen Bakterien. 
Solarisation: Bei der Solarisation wird der Boden mit einer transparenten Folie abgedeckt (Gaur und 
Perry, 1991). Kurzwelliges Licht tritt durch die Folie und wird im Boden in langwellige Wärmestrahlung 
umgewandelt. Dabei werden Bodentemperaturen über 45 °C in den oberen 15 cm erreicht, die zu einer 
Abtötung von Nematoden und anderen Bodenorganismen führen. Wird ein solcher Boden danach mit 
antagonistischen Bakterien behandelt, können sich diese in der Regel gut etablieren und die Folgekultur 
vor den aus tieferen Bodenschichten hochwandernden pflanzenparasitären Nematoden schützen. Die 
Solarisation kann sowohl im Freiland als auch im Gewächshaus durchgeführt werden, ist allerdings auf 
Regionen mit intensiver Sonneneinstrahlung beschränkt. 
Biofumigation: Wird organische Substanz in den Boden eingearbeitet und der Boden danach mit Folie 
abgedeckt, spricht man von Biofumigation. Durch den mikrobiellen Abbau der organischen Substanz 
kommt es zu einer Temperaturerhöhung und zur Freisetzung gasförmiger Metabolite, die durch die Folie 
nicht entweichen können und in Abhängigkeit des Ausgangssubstrates und der gebildeten Verbindung zu 
einem Abtöten der Nematoden führen. Ähnlich wie bei der Solarisation kann der so behandelte Boden 
mit antagonistischen Bakterien inokuliert werden. Zusätzlich wird durch die Zufuhr der organischen 
Substanz die Etablierung natürlich vorkommender Antagonisten unterstützt. 
Basierend auf diesen Maßnahmen lassen sich Bekämpfungsstrategien für pflanzenparasitäre Nematoden 
unter Nutzung antagonistischer Bakterien entwickeln. Wie dies aussehen könnte, wird im folgenden am 
Beispiel des Ackerbaus, Gemüsebaus und Geschützten Anbaus hypothetisch dargestellt. 
Ackerbau  
Charakteristische Merkmale von Ackerkulturen sind: (1) großflächiger Anbau, (2) eine Hauptfrucht pro 
Jahr und gegebenenfalls eine Zwischenfrucht, (3) hoher Mechanisierungsgrad und (4) relativ geringer 
Deckungsbeitrag pro Hektar. Pflanzenschutzmaßnahmen sind aus Kostengründen auf ein Minimum zu 
beschränken. Hauptschaderreger aus nematologischer Sicht sind die Zystennematoden, wie Globodera 
pallida/rostochiensis (Kartoffel), Heterodera schachtii (Zuckerrübe), H. glycines (Sojabohne) und H. 
avenae/H. latipons (Getreide). Daneben können aber auch Wurzelgallennematoden (Meloidogyne spp.) 
sowie wandernde ekto- und endoparasitäre Nematoden wirtschaftliche Schäden an Ackerkulturen 
hervorrufen. Besonders wichtig ist der Schutz der Jungpflanze vor Nematodenbefall. Ältere Pflanzen 
haben dagegen oft eine gewisse Resistenz gegen Nematodenbefall bzw. können Nematodenbefall besser 
tolerieren. Für Pflanzen, bei denen sich aus der Hauptwurzel das spätere Ernteorgan entwickelt (z. B. 
Zuckerrübe), muss eine ungestörte Wurzelentwicklung gewährleistet sein. 
Strategie 
A) Einsatz antagonistischer Bakterien: Eine ganzflächige Bekämpfung der Nematoden im Boden wird 
bei Ackerkulturen kaum möglich sein. Die dafür notwendigen Aufwandmengen sind nicht wirtschaftlich. 
Ziel ist es vielmehr, die Pflanze vor einem Befall durch Nematoden zu schützen. Hierzu eignet sich eine 
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Saatgutbehandlung bzw. für Reihenkulturen auch die Unterfußapplikation mit antagonistischen 
Bakterien. Beide Verfahren ermöglichen die Bakterienapplikation in unmittelbarer Pflanzennähe. Die 
Bakterien besiedeln die Wurzeloberfläche bzw. Rhizosphäre der Keimlinge frühzeitig und schützen die 
Pflanze vor schädigenden Nematoden. Oftmals nimmt die Besatzdichte der applizierten Bakterien in den 
ersten Tagen nach der Applikation noch zu, langfristig wird sie aber abnehmen und gegen Ende der 
Vegetationsperiode werden die antagonistischen Bakterien nur noch in sehr geringen Konzentrationen 
nachweisbar sein. Eine Etablierung der applizierten Bakterien ist nicht möglich und auch nicht gewollt. 
Die Rentabilität eines Einsatzes antagonistischer Bakterien kann erhöht werden, wenn Sorten angebaut 
werden, die in Verbindung mit der Bakterienapplikation besonders hohe Ertragszuwächse zeigen, d. h. 
deren Toleranz überdurchschnittlich gefördert wird. Durch moderne Methoden der Fernerkundung, wie 
Infrarot-Luftbilder, lässt sich die Verteilung von Zystennematoden im Boden vorhersagen, so dass über 
eine teilschlagspezifische Behandlung der Flächen, auf denen die Besatzdichte oberhalb der wirtschaft-
lichen Schadensschwelle liegt, Aufwandmenge und Kosten entsprechend reduziert werden können. 
B) Förderung natürlich vorkommender antagonistischer Bakterien: Eine Förderung natürlich vorkom-
mender Antagonisten in Ackerkulturen kann durch Zufuhr von organischer Substanz wie Stallmist, 
Stoppelrückständen und Gründüngung oder durch den Anbau von Feindpflanzen erfolgen. Gelingt es, 
eine antagonistische Mikroflora im Boden zu etablieren, so wird auch die Besatzdichte pflanzen-
parasitärer Nematoden langfristig unter die Schadschwelle gedrückt. Der Einsatz von Agrochemikalien 
mit negativer Wirkung auf die Bodenmikroflora ist zu vermeiden. Auch durch den mehrjährigen Anbau 
einer Ackerfrucht in Monokultur kann ein nematodensuppressiver Boden erreicht werden. Aber nicht alle 
Böden haben ein geeignetes Spektrum an Mikroorganismen. Mögliche Ertragsausfälle in den voraus-
gehenden Jahren bis zur Etablierung der Suppressivität lassen diese Strategie nur dann wirtschaftlich 
erscheinen, wenn tolerante Sorten angebaut werden können.  
Wie eine Bekämpfungsstrategie im Ackerbau aussehen könnte, soll im folgenden am Beispiel von 
Heterodera schachtii in der Fruchtfolge Zuckerrüben - Winterweizen - Wintergerste dargestellt werden. 
Der Anbau anfälliger Zuckerrüben führt zu einer starken Vermehrung von H. schachtii. Durch den 
nachfolgenden Anbau von Winterweizen und Wintergerste wird die Besatzdichte von H. schachtii im 1. 
Jahr um 50 % und im 2. Jahr um 30 % gesenkt, liegt bei einem hohen Ausgangsbefall aber immer noch 
über der wirtschaftlichen Schadschwelle (500 Eier und Larven/100 ml Boden). Erst der Anbau von 
resistentem Ölrettich oder Senf als Zwischenfrucht vor Zuckerrüben mit einem weiteren Rückgang der 
Nematoden um ca. 80 % drückt die Besatzdichte unterhalb die Schadschwelle. In der folgenden 
Zuckerrübenkultur könnte eine Saatgutbehandlung mit antagonistischen Bakterien die erneute 
Vermehrung von H. schachtii deutlich reduzieren. Langfristig ließe sich so die Besatzdichte von H. 
schachtii unterhalb der Schadschwelle halten. Zusätzliche Maßnahmen, wie die Einarbeitung organischer 
Substanz zur Förderung natürlich vorkommender antagonistischer Bakterien unterstützen dieses 
Verfahren. 
Gemüsebau 
Der Freilandgemüsebau wird charakterisiert durch (1) Anbau von 2-3 Kulturen pro Jahr, (2) mittel- bis 
kleinflächiger Anbau, (3) mittlerer Mechanisierungsgrad und (4) hohe Deckungsbeiträge. Hauptschad-
erreger aus nematologischer Sicht sind Wurzelgallennematoden, wie Meloidogyne hapla in den gemä-
ßigten Regionen und M. incognita, M. javanica und M. arenaria in den tropischen bzw. subtropischen 
Regionen. Weitere bedeutende Schaderreger findet man in den Gattungen Pratylenchus, Paratylenchus 
und Ditylenchus. Im Vergleich zum Ackerbau bietet der Gemüsebau aufgrund der höheren Deckungs-
beiträge günstigere Voraussetzungen für den Einsatz antagonistischer Bakterien. Die Nematoden-
bekämpfung kann über den Boden sowie über die Pflanze erfolgen. 
Strategie 
A) Einsatz antagonistischer Bakterien: Die Applikation antagonistischer Bakterien kann im Gemüsebau 
als Saatgutbehandlung, Gießbehandlung, Tauchbehandlung der Pflanzen oder als Bodenbehandlung 
durchgeführt werden. Besonders gut geeignet ist die Zugabe über die Tropfbewässerung, da hierbei die 
Bakterien unmittelbar in den Wurzelraum appliziert werden. Im Vordergrund steht der Schutz der Jung-
pflanze. Eine Bekämpfung der Nematoden im Boden ist allenfalls mit Pasteuria penetrans praktikabel. 
Dieses endoparasitische Bakterium wird als Dauerspore appliziert und kann über mehrere Jahre im 
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Boden überdauern. Die Sporen haften an vorbeistreifenden Nematodenlarven, keimen und parasitieren 
diese. Die parasitierten Nematoden befallen zwar noch die Wirtspflanze, die Weibchen bilden aber keine 
Nachkommenschaft sondern sind gefüllt mit tausenden neu gebildeter Sporen. Über die Zeit kommt es 
zur Anreicherung der Sporen im Boden und somit zur Suppressivität gegenüber diesem Nematoden. Mit 
P. penetrans lassen sich vor allem auf sandigen Böden unter tropisch/subtropischen Klimabedingungen 
gute Bekämpfungserfolge erzielen. Die in vitro Vermehrung dieses obligaten Bakteriums steht kurz vor 
der Marktreife (Hewlett et al., 2002). Weiterhin können durch Kombination antagonistischer Bakterien 
mit Mykorrhizapilzen teils synergistische Befallsreduzierungen von pflanzen-parasitären Nematoden 
erzielt werden. Die antagonistischen Bakterien schützen die Pflanzen in den ersten Wochen bis sich die 
Mykorrhiza etabliert hat, danach stellt die Mykorrhizierung der Wurzel einen wirksamen Schutz gegen 
pflanzenparasitäre Nematoden dar. 
Bei der Direktsaat von pilliertem Gemüsesaatgut können antagonistische Bakterien in die Pillierung ein-
gebracht werden und somit einen frühen Schutz des Keimlings gewährleisten. Bei der Pflanzung vor-
gezogener Sämlinge empfiehlt sich eine Gieß- bzw. Tauchbehandlung des Anzuchtsubstrates mit den 
Bakterien vor dem Auspflanzen in die mit Nematoden verseuchte Erde. Die Anzuchtsubstrate selbst sind 
in der Regel frei von pflanzenparasitären Nematoden. Ist dies nicht der Fall, kann das Anzuchtsubstrat 
durch Solarisation oder Biofumigation von pflanzenparasitären Nematoden erst frei gemacht und dann 
mit antagonistischen Bakterien behandelt werden. Inzwischen werden auch mit antagonistischen 
Bakterien vorbehandelte Anzuchtsubstrate angeboten (z. B. BioYield®). Nach dem Auspflanzen kann 
eine weitere Applikation über die Tropfbewässerung des Gemüses erfolgen. 
B) Förderung natürlich vorkommender antagonistischer Bakterien: Grundsätzlich gelten die für den 
Ackerbau beschriebenen Maßnahmen zur Förderung antagonistischer Bakterien auch für den Gemüse-
bau. Der höhere Deckungsbeitrag der Gemüsekulturen erlaubt aber auch zusätzliche Möglichkeiten, wie 
Einsatz von Mitteln zur Pflanzenstärkung bzw. Bodenverbesserung mit positiven Nebenwirkungen auf 
antagonistische Bakterien bzw. Mehrfachapplikationen dieser Mittel.   
Geschützter Anbau 
Der geschützte Anbau wird charakterisiert durch (1) ganzjährigen Anbau von mehreren Kulturen pro 
Jahr, (2) Anbau auf kleinen Flächen, (3) hoher Arbeitskraftbedarf, (4) Steuerung von Temperatur und 
Bewässerung und (5) hoher Deckungsbeitrag. Die Auswahl der anzubauenden Kulturen orientiert sich 
überwiegend an den Erfordernissen des Marktes und weniger an der Gefährdung durch pflanzen-
parasitäre Nematoden. Nematodenprobleme treten in Erdkultur als auch in erdlosen Kulturen auf. 
Hauptschaderreger sind die Wurzelgallennematoden, insbesondere die wärmeliebenden Arten M. 
incognita, M. arenaria und M. javanica. Weitere pflanzenparasitäre Nematoden mit wirtschaftlicher 
Bedeutung im geschützten Anbau sind wandernde Endoparasiten der Gattungen Pratylenchus und 
Radopholus sowie Blattnematoden der Gattung Aphelenchoides. Ähnlich dem Gemüsebau bietet der 
geschützte Anbau ideale Voraussetzungen für den Einsatz bzw. die Förderung antagonistischer 
Bakterien. Die zu behandelnde Fläche ist relativ klein und der hohe Deckungsbeitrag lässt intensive 
Pflanzenschutzmaßnahmen zu.  
Strategie 
A) Einsatz antagonistischer Bakterien: Der Einsatz antagonistischer Bakterien kann auf verschiedene Art 
und Weise erfolgen. Generell sollten hohe Nematodenbesatzdichten im Boden zuerst gesenkt werden. 
Dies kann u. a. durch Anbau von Feindpflanzen, Solarisation oder Biofumigation geschehen. Der so 
vorbehandelte Boden kann dann mit antagonistischen Bakterien behandelt werden, die sich in der Regel 
recht gut etablieren und die Pflanze vor Nematodenbefall schützen. 
Ein beträchtlicher Teil der Kulturpflanzen im geschützten Anbau wird als Stecklinge bzw. über 
Gewebekultur vermehrt. Bei der Stecklingsvermehrung ist darauf zu achten, dass das Ausgangsmaterial 
frei von Aphelenchoides spp. und anderen pflanzenparasitären Nematoden ist. Die Gewebekultur hat für 
die Vermehrung verschiedener Kulturpflanzen in den letzen Jahren enorm an Bedeutung gewonnen. 
Pflanzen aus Gewebekultur sind recht anfällig gegenüber biotischen und abiotischen Stressoren. 
Insbesondere beim Auspflanzen in Erde kommt es häufig zu Wachstumsverzögerungen und zu 
Ausfällen. Eine Behandlung vor dem Auspflanzen mit antagonistischen Bakterien schützt nicht nur vor 
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Nematodenbefall sondern erhöht in der Regel auch die Fitness der Pflanzen und deren Etablierung im 
Boden (Frommel et al., 1991; Nowak et al., 1995). Die Pflanzen wachsen schneller an. 
Auf sandigen Böden mit Meloidogyne-Befall empfiehlt sich die Behandlung mit Pasteuria penetrans. 
Das Bakterium kann sich im Boden etablieren und zur langfristigen Suppressivität gegenüber 
Meloidogyne führen. 
B) Förderung natürlich vorkommender antagonistischer Bakterien: Durch regelmäßige Zufuhr von 
organischer Substanz wird der Anteil antagonistischer Bakterien erhöht. Bei hohen Nematodendichten 
kann durch Applikation organischer Verbindungen mit engem C/N-Verhältnis (Chitin, proteinreiche 
Pflanzenreste) eine rasche und effektive Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden bei gleichzeitig 
nachhaltiger Förderung antagonistischer Bakterien erzielt werden. Da Verbindungen mit engem C/N-
Verhältnis häufig phytotoxisch sind, muss die Behandlung in Abhängigkeit der Empfindlichkeit der 
Wirtspflanze zwei bis vier Wochen vor dem Pflanzen erfolgen. Weiterhin fördern verschiedene Pflanzen-
stärkungsmittel wie TerraPy G® antagonistische Bakterien im Boden. Sie haben den Vorteil, dass sie 
noch in die bereits wachsende Kultur appliziert werden können. 
Dies sind nur einige Ansätze, wie antagonistische Bakterien in verschiedenen Anbauverfahren zur 
Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden eingesetzt bzw. gefördert werden könnten. Weitere Ver-
fahren sind vorstellbar. Auch könnten die hier aufgezeigten Bekämpfungsstrategien auf andere Anbau-
verfahren wie Dauerkulturen und Grünland übertragen werden.  
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AUSBLICK 
Der Forschung im Bereich der biologischen Bekämpfung wird häufig vorgeworfen, dass angesichts der 
hohen Anzahl an Veröffentlichungen bisher nur wenige Produkte zur Marktreife entwickelt wurden. 
Diese Betrachtungsweise ist aber allzu einseitig und verkennt die enormen Kenntniszuwächse im Bereich 
der Wechselwirkungen und Steuerungsmechanismen zwischen Pflanze, Antagonist und Pathogen, die 
sich aus diesen Forschungsarbeiten ergeben haben. So hat die langjährige Auseinandersetzung mit 
biologischen Bekämpfungssystemen wesentlich dazu beigetragen, dass Pflanzenpathogene heute nicht 
mehr isoliert betrachtet werden, sondern immer im Kontext mit ihren Antagonisten und den sie 
beeinflussenden Faktoren gesehen werden. Bei der Wahl der eingesetzten Pflanzenschutzmittel und 
Anbauverfahren spielt zunehmend auch deren Wirkung auf die mikrobielle Aktivität im Boden, 
insbesondere die der Antagonisten, eine Rolle. Natürlich im Boden und in der Pflanze vorkommende 
antagonistische Bakterien stellen seit den Anfängen der Landwirtschaft einen wesentlichen Bestandteil 
der Pflanzengesundheit dar. Da dieser Parameter aber nur schwer monetär zu bewerten ist, bleibt er 
häufig unberücksichtigt. Mit zunehmender Kenntnis über die Bedeutung antagonistischer Bakterien 
steigt auch das Interesse an ihrem gezielten Nutzen zur Verbesserung des Pflanzenwachstums und der 
Pflanzengesundheit. Über verschiedene Steuerungsmechanismen, wie die Applikation von Mikroorga-
nismen oder die Behandlung mit organischer Substanz kann der Anbauer bestimmte antagonistische 
Mikroorganismen gezielt fördern oder das Bodenleben allgemein stimulieren. Die Art und Weise des 
Vorgehens unterliegt dabei ebenso ökologischen und ökonomischen Rahmenbedingungen wie andere 
Pflanzenschutzverfahren auch. 
Die vorliegende Arbeit hebt vor allem die Bedeutung endophytischer Bakterien für die Pflanzen-
gesundheit hervor. Zum einen, weil endophytische Bakterien im Vergleich zu anderen antagonistischen 
Bakterien bisher nur wenig untersucht wurden, zum anderen, weil gerade diese Mikroorganismengruppe 
aufgrund ihrer engen Vergesellschaftung mit der Pflanze sowie ihrer einfachen Vermehrung und 
Applikation einen besonderen Nutzen für die Pflanze erwarten lässt. Vorstellbar sind und teilweise 
bereits gezeigt wurden folgende Einsatzmöglichkeiten für endophytische Bakterien: 1. Abhärtung und 
Wachstumsförderung von Gewebekulturpflanzen vor dem Auspflanzen ins Freiland (Frommel et al., 
1993; Nowak et al., 1995), 2. Pflanzenwachstumsförderung (Frommel et al., 1991; Hallmann et al., 
1997), 3. Stickstoffversorgung der Pflanze (Boddey, 1995; Döbereiner und Pedrosa, 1987; Egener et al., 
1999), 4. Induzierung systemischer Abwehrmechanismen gegen ein breites Spektrum von Pflanzen-
pathogenen (Hallmann et al., 1997) und 5. Transport und Expression von Pflanzenschutzmitteln wie dem 
β-Endotoxin von Bacillus thuringiensis (Dimock et al., 1988; Tomasino et al., 1995). Hinzu könnten 
weitere, bisher noch nicht näher untersuchte, Einsatzmöglichkeiten für endophytische Bakterien 
kommen. Nicht zuletzt kann die positive Wirkung endophytischer Bakterien für die Pflanzengesundheit 
mit der anderer Mikroorganismen in der Endorhiza/Rhizosphäre kombiniert werden. Vorstellbar wäre 
eine Kombination von endophytischen Bakterien, die unterschiedliche ökologische Nischen in der 
Pflanze besiedeln (lokale/systemische bzw. inter-/intrazelluläre Besiedler) bzw. eine Kombination von 
endophytischen Bakterien mit Rhizosphärebakterien und/oder endophytischen Pilzen. Aus wissenschaft-
licher Sicht sind bezüglich der endophytischen Bakterien noch viele Fragen offen: 
 Wie zum Beispiel umgehen endophytische Bakterien die pflanzlichen Abwehr-mechanismen? 
 Welche Nährstoffquellen nutzen sie? 
 Wie beeinflussen sie die Resistenz und Toleranz der Pflanze gegenüber Stressoren? 
 Warum und wie erfolgt eine intrazelluläre Besiedlung durch endophytische Bakterien? 
 Ist diese Eigenschaft ein Relikt entsprechend der Endosymbionten-Theorie für Mitochondrien und 
Chloroplasten? 
 Kommunizieren intrazelluläre Besiedler mit dem pflanzlichen Zellkern und wenn ja, wie können 
wir daraus Nutzen ziehen?  
Diese und weitere Fragen bedürfen dringend einer Antwort, damit endophytische Bakterien in der land-
wirtschaftlichen Praxis besser genutzt werden können.  
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ANHANG 
In den vorliegenden Untersuchungen wurden folgende Medien, Bakterien, Nematoden, Pflanzen und 
Methoden regelmäßig eingesetzt. 
Medien 
Tryptic Soy Agar (TSA) 
30 g Tryptic Soy Broth (TSB) 
(17 g Pepton 140, 3 g Pepton 110, 5 g NaCl, 2,5 g K2HPO4, 2,5 g Glukose) 
15 g Agar 
1 L A.demin. 
Allzweckmedium zur Kultivierung von gewöhnlichen aeroben und fakultativ anaeroben Bakterien. Zur 
Förderung langsam wachsender Bakterien wurde teilweise 1/20 konzentriertes TSA (1,5 g/l TSB) 
eingesetzt. Für die Anzucht der Bakterien in Flüssigkultur wurde kein Agar zugesetzt (TSB). 
King’s Medium B (KB) (verändert nach King et al., 1954) 
10 g Glycerin 
10 g Bactopepteon 
1,8 g MgSO4 x 7 H2O 
1,14 g KH2PO4 
15 g Agar 
1 L A.demin.  
Spezieller Nähragar zur Kultivierung von Pseudomonaden und verwandter Arten. KB wurde in den 
Versuchen ausschließlich zur Kultivierung von Rhizobium etli G12 eingesetzt. Für die Anzucht der 
Bakterien in Flüssigkultur wurde kein Agar zugesetzt (KB Broth). 
Luria-Bertani Agar (LA) 
25 g Luria Broth (LB) (5 g Hefeextrakt, 10 g Pepton aus Kasein, 10 g NaCl)  
12 g Agar 
1 L A.demin.  
Verwendung für die Züchtung und Kultivierung von Escherichia coli bei der Erstellung der GFP-
Mutanten. Bei Anzucht der Bakterien in Flüssigkultur wurde kein Agar zugesetzt (LB). Zur Selektion 
spezifischer Mutanten wurden dem Medium 15 ppm Gentamycin und/oder 100 ppm Rifampicin 
zugegeben. 
Potato Dextrose Agar (PDA) 
24 g Potato Dextrose Broth (PDB) (4 g Kartoffelextrakt, 20 g Glukose) 
15 g Agar 
1 L A.demin.  
Nährmedium zur Züchtung und Kultivierung von Pilzen. Zur Unterdrückung von Bakterien wurden dem 
Medium 100 ppm Penicillin und 100 ppm Streptomycinsulfat zugegeben. 
Ohio-Agar (OHIO) (Schmitthenner und Williams, 1958) 
5 g Glukose 
2 g Hefeextrakt 
1 g NaNO3 
1 g KH2PO4 
1 g Ochsengalle 
1 g Natriumpropionat 
0,5 g MgSO4 x 7 H2O 
15 g Agar 
1 L A.demin.  
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Nährmedium zur Züchtung und Kultivierung von Bodenpilzen. Zur Unterdrückung von Bakterien 
wurden dem Medium 100 ppm Penicillin und 100 ppm Streptomycinsulfat zugegeben. 
Gelatine-Agar 
30 g Gelatine 
10 g Casein 
10 g NaCl 
15 g Agar 
1 L A.demin. 
Indikatormedium zum Nachweis mikrobieller Proteaseaktivität. Der pH-Wert des Mediums wurde mit 
0,1 M NaOH auf 7,2 eingestellt. 
Chitin-Agar (Godoy et al., 1982) 
0,2 % Chitin 
1 g K2HPO4 
0,5 g MgSO4 x 7H2 O 
10 ml Spurenelementelösung 
20 g Agar 
1 L A.demin. 
Die Spurenelementelösung enthielt je 1 g FeSO4 x 7 H2O, MnSO4 und ZnSO4 pro 1 L A.demin. Der pH 
des Mediums wurde mit 0,1 N H2SO4 auf 5,0 eingestellt. 
Mikroorganismen 
Enterobacter asburiae JM22: E. asburiae JM22 wurde ursprünglich aus gesundem Baumwollgewebe 
isoliert (Musson et al., 1995). Das Bakterium besiedelt endophytisch Wurzel, Stängel, Kotyledonen und 
Blätter von Bohne, Baumwolle, Gurke und Kartoffel (Mahaffee et al., 1997; Quadt-Hallmann and 
Kloepper, 1996, Hallmann et al., 2001). Trotz einer guten systemischen Besiedlung der Pflanze zeigte E. 
asburiae JM22 in all den bisher durchgeführten Untersuchungen weder einen Einfluss auf das 
Pflanzenwachstum noch auf die Pflanzengesundheit. Die Kultivierung des Bakteriums erfolgte auf TSA 
bzw. in TSB. 
Pseudomonas fluorescens 89B-61: P. fluorescens 89B-61 wurde ursprünglich aus der Rhizosphäre von 
Raps (Brassica napus) isoliert und für die vorliegenden Arbeiten von Agrium Inc. (Saskatoon, Kanada) 
zur Verfügung gestellt. Das Bakterium verfügt über eine antagonistische Wirkung gegen Pseudomonas 
syringae pv. lachrymans an Gurke (Wei et al., 1996), Fusarium oxysporum f. sp. vesicularis an 
Baumwolle (Chen et al., 1995) und Meloidogyne incognita an Gurke und Baumwolle (Hallmann et al., 
1997c). P. fluorescens 89B-61 besiedelt die Rhizosphäre der Wirtspflanze und tritt lokal in der 
Wurzelrinde auf (Quadt-Hallmann et al., 1997b). Die Kultivierung des Bakteriums erfolgte auf TSA 
bzw. in TSB. 
Rhizobium etli G12: R. etli G12 wurde von Kartoffelknollen isoliert und ursprünglich als Agrobacterium 
radiobacter beschrieben (Racke, 1988; Racke und Sikora, 1992). Aufgrund einer partiellen 
Sequenzierung der 16S rDNA seitens der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSMZ) erfolgte im Jahre 1997 eine neue Zuordnung des Isolates als R. etli. R. etli G12 ist als 
Antagonist von Globodera pallida an Kartoffeln beschrieben (Hasky-Günther et al., 1998; Racke, 1988; 
Reitz et al., 2000). Die Wirkung von R. etli G12 ist primär auf die Induktion systemischer 
Abwehrmechanismen zurückzuführen (Hasky et al., 1998; Reitz et al., 2000, 2001). Die Kultivierung des 
Bakteriums erfolgte auf KB bzw. KB Broth. 
Lagerung: Die Bakterien wurden kurzfristig bei –20 °C und langfristig bei –80 °C in Tryptic Soy Broth 
(TSB) + 20 % Glycerin gelagert. Die Isolate E. asburiae JM22 und R. etli G12 wurden darüber hinaus in 
Cryo-Gefäßen (Microlab) bei –80 °C gelagert. Vor ihrer Verwendung in Versuchen wurden die 
Bakterien für 24 Stunden bzw. 48 Stunden (R. etli G12) auf Nährmedium angezogen. 
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Nematoden 
Meloidogyne incognita: Alle Arbeiten wurden mit der Rasse 3 von Meloidogyne incognita (Kofoid und 
White) Chitwood durchgeführt. Die Vermehrung des Nematoden erfolgte an Tomate. Zur Gewinnung 
von Nematodeninokulum wurden vergallte Tomatenwurzeln in 1 cm-Stücke geschnitten und im Waring 
Blendor (Bender und Hohbein) je 5 Sekunden bei niedriger und hoher Geschwindigkeit mazeriert. Die 
Extraktion der Eier erfolgte durch kräftiges Schütteln des Wurzelmazerates in 500 ml einer 1,5 % starken 
NaOCl-Lösung (a.i.) (verändert nach Hussey und Barker, 1973). Das Wurzelmazerat mit den extrahierten 
Nematodeneiern wurde über eine Siebkombination bestehend aus einem 250 µm-Sieb und einem 25 µm-
Sieb gegeben und gründlich gewaschen. Die Fraktion auf dem 250 µm-Sieb wurde verworfen. Die 
Fraktion auf dem 25 µm-Sieb wurde zur Abtrennung feiner Pflanzenreste in einem zweiten 
Reinigungsschritt über ein 45 µm-Sieb gegeben und auf einem 25 µm-Sieb aufgefangen. Die auf dem 25 
µm-Sieb aufgefangenen Eier wurden direkt in den Versuchen eingesetzt oder zur Gewinnung von Larven 
in belüftetes Leitungswasser überführt. Nach 7-10 Tagen wurden die Larven nach der Siebschalen-
Methode von Oostenbrink (1960) extrahiert und in den Versuchen eingesetzt. Zur Bestimmung der 
Anzahl Larven im Pflanzengewebe wurde das Pflanzengewebe wie folgt aufgearbeitet: Zugabe von 
Säurefuchsin (3 g Säurefuchsin, 250 ml Milchsäure, 750 ml A.demin.), kurzes Aufkochen in der 
Mikrowelle, Waschen, Zerkleinern der Wurzeln im Ultra-Turrax bei 20.000 UpM für 2 x 5 Sekunden, 
Auszählen der angefärbten Larven unter dem Mikroskop. Zur Bestimmung des Nematodenbefalls wurde 
der Gallindex auf einer Skala von 0 (keine Gallen) bis 10 (vollständig vergallt) nach Zeck (1971) 
ermittelt bzw. es wurden nach Anfärben in 0,01% Phloxine B die Anzahl Gallen und Eiermassen gezählt. 
Phloxine B färbt die gelatinöse Matrix der Eiermassen rot und erleichtert damit deren Erkennung. 
Globodera pallida: Bei dem Kartoffelzystennematoden Globodera pallida (Stone) handelte es sich um 
ein Gemisch der Pathotypen Pa 1-3. Die Vermehrung des Nematoden erfolgte an Kartoffeln cv. 'Hansa'. 
Nach 3 Monaten wurden der Spross und die Knollen entfernt, die Erde an der Luft getrocknet und dann 
für mindestens 4 Monate bis zum Abklingen der Diapause trocken gelagert. Für die Inokulation in 
Versuchen wurden die Zysten mit der Nasssiebmethode (Ayoub, 1980) aus der Zuchterde extrahiert. In 
Abhängigkeit der Versuchsfrage wurden Zysten oder frisch geschlüpfte Larven inokuliert. Zur Förderung 
des Larvenschlupfes wurden die Zysten in Wurzelexsudate von Kartoffeln inkubiert. Bei der Inokulation 
mit Zysten wurden diese in eine Tasche aus Nylongaze gegeben und in einen Diarahmen eingespannt 
(Pyrowolakis et al., 1999). Der Diarahmen wurde in 2 cm Entfernung von den Wurzeln eingegraben. 
Diese Methode verhinderte eine Verlagerung der Zysten im Boden durch Gießwasser. Außerdem 
ermöglichte die Methode eine Auswertung des Zysteninhaltes nach Versuchsende und damit eine 
Bestimmung der Schlupfrate des Nematoden. 
Pflanzenmaterial 
Die verschiedenen Versuche wurden an einem breiten Spektrum von Wirtspflanzen durchgeführt 
(Tabelle 37). Die Pflanzen wurden unter den für sie günstigen Bedingungen im Gewächshaus bzw. in der 
Klimakammer angezogen und wöchentlich mit einer Standard-Nährlösung gedüngt. Pflanzenschutz-
maßnahmen erfolgten, soweit notwendig, ortsüblich. 
Tab. 37 Zusammenfassende Darstellung der in den verschiedenen Versuchen eingesetzten Pflanzen 
Pflanzenart Sorte 
Arabidopsis thaliana 
Baumwolle (Gossypium hirsutum) 
Bohne (Phaseolus vulgaris) 
Gurke (Cucumis sativa) 
Kartoffel (Solanum tuberosum) 
Tomate (Lycopersicon esculentum) 
Sojabohne (Glycine max) 
Ecotype 0-1 
'DP50', 'Rowden' 
'Bush Blue Lake 274', 'Kentucky Wonder' 
'SMR 58' 
'Hansa', 'Norgold Russet' 
'Frühstamm Hellfrucht', 'Rutgers' 
'Davis' 
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Bodenparameter 
Mikrobielle Aktivität: Für die Bestimmung der mikrobiellen Aktivität wurden 10 g Erde in 100 ml 
Phosphatpuffer (0,01 M, pH = 7,2) überführt und für 30 Minuten bei 80 UpM geschüttelt. Die 
Bodensuspension wurde in 10er-Schritten verdünnt und zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl mit einem 
Spiralplattierer (Spiral System Instruments, Bethesda, MD) auf 1/20 konz. TSA (Bakterien) und Ohio-
Agar (Pilze) ausplattiert. Die Nährmedien wurden bei 27 °C inkubiert und die Gesamtkeimzahl wurde 
nach 48 Stunden (Bakterien) bzw. 72 Stunden (Pilze) ermittelt. 
Boden-pH: Der pH-Wert des Bodens wurde in einer Suspension von 10 g lufttrockener Erde und 10 ml 
A.dest. gemessen.  
Leitfähigkeit: Zehn Gramm lufttrockener Boden wurden in 10 ml A.dest. suspendiert und bei 4000 g für 
20 Minuten zentrifugiert. Aus dem Überstand wurde die Leitfähigkeit gemessen (Industrial Instruments, 
Model RC B 2).  
Stickstoff-Bestimmung: Der anorganische Stickstoff im Boden (NO3
- NH4
+) wurde nach dem Verfahren 
von Sims et al. (1995) cholorimetrisch ermittelt. Hierzu wurden 10 g Erde in 100 ml einer 2 M KCl-
Lösung für 1 Stunde geschüttelt. Die Suspension wurde bei 10.000 g für 1 Minute zentrifugiert. Dem 
Überstand wurde Devarda (0,05-0,2 mm, EM Science) zugegeben und nach Umwandlung in Indophenol 
Blau erfolgte die fotometrische Messung bei 650 nm. 
Chitinase-Aktivität: Chitin, ein homopolymeres ß(1,4)-N-Acetyl-Glucosamin, ist ein wichtiger 
Strukturbaustein im Exoskelett von Insekten und Crustaceen sowie in den Zellwänden von Pilzen und 
Nematodeneiern. Chitin wird durch Chitinase und Chitobiase zu N-Acetyl-Glucosamin abgebaut. Durch 
Bodenmikroorganismen freigesetzte Chitinasen spielen eine bedeutende Rolle bei der biologischen 
Bekämpfung von bodenbürtigen Schaderregern. Die Bestimmung der chitinolytischen Aktivität im 
Boden erfolgte in Anlehnung an die Methode von Rodríguez-Kábana et al. (1983). Hierzu wurden 2 g 
Boden mit 2 ml p-Nitrophenyl-b-Acetylglucosamin versetzt und für 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Ethanol gestoppt und dann für 20 Minuten bei 5000 g 
zentrifugiert. Zwei ml des Überstandes wurden in 10 ml A.demin. aufgenommen und mit 1 ml 0,2 N 
NaOH versetzt. Die optische Dichte wurde bei 420 nm gemessen und die Werte mit einer Standardkurve 
aus p-Nitrophenyl-b-Acetylglucosamin verglichen. Als Kontrolle wurde 2 x autoklavierter Boden 
genommen.  
Esterase-Aktivität: Die Bestimmung der Bodenesterase ist eine einfache, sensitive und rasche Methode 
zur Messung der mikrobiellen Aktivität im Boden. Die Messung der Bodenesterase erfolgte nach der 
Methode von Schnurer und Rosswall (1982), wobei der Bodensuspension als Substrat Fluoresce-
indiacetat (FDA) zugegeben wurde. FDA ist ein nicht-fluoreszierendes Substrat, dass durch Esterase und 
einige andere Enzyme in Acetat und Fluorescein gespalten wird. Fluorescein fluoresziert mit einem 
maximalen Absorptionsspektrum von 490 nm. Die Menge gespaltenen Fluoresceins ist direkt abhängig 
von der Esteraseaktivität im Boden. Für die Bestimmung der Bodenesterase wurden 2 g lufttrockener 
Boden in 5 ml sterilem 60 mM Kaliumphosphatpuffer (8,7 g K2HPO4, 1,3 g KH2PO4, 1000 ml A.demin., 
pH 7,6) suspendiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml einer Fluoresceindiacetatlösung (1 
mg/ml in Aceton) gestartet. Das Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Isopropyl gestoppt und das Reaktionsgemisch anschließend für 
10 Minuten bei 5000 g zentrifugiert. Die optische Dichte des Überstandes wurde bei 490 nm gemessen. 
Für die Standardkurve wurde Fluorescein (Natriumsalz) in Isopropyl gelöst und anschließend mit 
Aceton-Phosphat-Puffer verdünnt (50:50, v/v). Die Fluoresceinkonzentration der Standardkurve reichte 
von 0 bis 10 µg/ml. Die Esteraseaktivität wurde angegeben als die Menge gebildeten Fluoresceins 
(µg/ml).  
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Protease-Aktivität: Proteasen sind für die Hydrolyse von Proteinen über Polypeptide bis hin zu 
Aminosäuren verantwortlich. Die meisten Mikroorganismen im Boden bilden Proteasen. Die mikrobielle 
Protease-Aktivität ist meistens mit einer Freisetzung von Ammonium-Stickstoff gekoppelt. Für die 
Bestimmung der Proteaseaktivität im Boden wurden 5 g an der Luft getrockneter Boden mit 1,0 ml 
Toluene für 15 Minuten geschüttelt. Danach erfolgte die Zugabe von 10 ml einer 2 % starken 
Gelatinelösung bzw. Wasser (Kontrolle). Das Reaktionsgemisch wurde für 20 Minuten bei 37 °C 
inkubiert und danach auf 50 ml mit Wasser aufgefüllt und geschüttelt. Zehn ml des Überstandes wurden 
für 15 Minuten bei 5000 g zentrifugiert. Vom Überstand wurden 2,5 ml in 10 ml eines 0,2 M 
Citratpuffers (pH = 5,0) überführt und mit dem Citratpuffer auf 25 ml aufgefüllt. Davon wurden 0,5 ml 
in ein Reagenzglas überführt, mit 1,5 ml Ninhydrin-Reagenz versetzt und für 20 Minuten im Wasserbad 
bei 100 °C inkubiert. Ninhydrin färbt die Aminogruppen NH2 und NH3 (nicht aber NH4) violett. Nach 
dem Abkühlen wurden 10 ml eines 70 % starken Propanolalkohols zugegeben, geschüttelt und nach 
weiteren 10 Minuten wurde die optische Dichte bei 570 nm gemessen. Als Standard wurden 0,5 ml einer 
0,001 M Glycinlösung genommen. Als Kontrolle wurde 2 x autoklavierter Boden (keine enzymatische 
Aktivität) mit 10 ml einer 2 % starken Gelatinelösung bzw. Wasser (Hintergrund) versetzt. Die 
proteolytische Aktivität im Boden wurde als µg/ml Glycine angegeben.  
Methoden 
Oberflächensterilisation und Mazeration: Für die Isolation endophytischer Bakterien wurde das Pflanzen-
material gründlich mit Leitungswasser gewaschen, um oberflächlich anhaftende Mikroorganismen 
weitgehend abzuspülen (Abb. 47). In Abhängigkeit von Alter, Gewebe und Verholzungsgrad wurde das 
Pflanzenmaterial mit einer Chlorlösung unter Zusatz von 0,01% Tween20 unterschiedlich behandelt 
(Tabelle 38). 
Tab. 38 Bei der Oberflächensterilisation eingesetzte Chlorkonzentrationen in Abhängigkeit von Pflanzenart und 
-gewebe 
Pflanze Gewebe Cl-Konzentration (a.i.)* Einwirkungszeit 
Baumwolle 
 
Bohne 
Gurke 
 
Kartoffel 
Saatgut 
Wurzel 
Saatgut 
Saatgut 
Wurzel 
Wurzel 
1,05 % 
1,05 % 
5,25 % 
5,25 % 
1,05 % 
1,05 % 
5 Min. 
1 Min. 
5 Min. 
5 Min. 
1 Min. 
1 Min. 
* Als chlorhaltige Lösungen wurden Clorox (5,25 % a.i.) oder Natriumhypochlorit (NaOCl, 13 % a.i., Hedinger GmbH) ein-
gesetzt. 
Im Anschluss an die Oberflächensterilisation wurde das Pflanzenmaterial dreimal in sterilem 0,01 M 
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) (PB) gewaschen und zur Kontrolle der Sterilität auf TSA gepresst. Das 
Pflanzengewebe wurde dann in der 3-5fachen Menge PB (w/v) mit Mörser und Pistill mazeriert. Vom 
Mazerat wurde eine Verdünnungsreihe angelegt. Die Konzentrationen 100, 10-1 und 10-2 wurden auf 1/20 
konz. TSA ausplattiert. Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abbildung 46 zusammengefasst. Die TSA-
Platten wurden für 72 Stunden bei 26 °C inkubiert. Für die Auswertung des endophytischen Bakterien-
spektrums wurden nur solche Proben genommen, deren Sterilisationskontrolle negativ war, d.h. die kein 
Bakterienwachstum zeigten. Da erfahrungsgemäß bis zu 50 % der Proben keine ausreichende Ober-
flächensterilisation zeigen, wurde in den Versuchen jeweils die doppelte Anzahl Pflanzen angezogen und 
oberflächensterilisiert. 
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Abb. 47 Zusammenfassende Darstellung der Arbeitsschritte bei der Oberflächensterilisation von Pflanzengewebe 
(von links nach rechts): Tauchen der Probe in eine Chlorlösung, 3 x Waschen in sterilem Puffer, Pressen 
der Wurzel auf Nähragar (Sterilisationskontrolle) und Mazeration des Gewebes im Mörser. 
Scholander Druckbombe: Untersuchungen mit der Scholander Druckbombe wurden an Baumwoll-
wurzeln cv. 'Rowden' durchgeführt. Hierzu wurde das gewaschene Wurzelsystem einer Pflanze mit ca. 
1,5 cm Sprossbasis in den Druckzylinder (H = 20 cm, D = 8 cm) einer Scholander Druckbombe (Abb. 
48) (Scholander et al., 1965) so eingespannt, dass sich die Wurzel im Druckzylinder befand und die 
Sprossbasis aus dem Druckzylinder herausragte (Abb. 49). Der freie Raum zwischen dem Spross und der 
Öffnung im Deckel wurde mit einem Gummiring und Silikon abgedichtet. Der aus dem Druckzylinder 
herausragende Sprossteil wurde durch Besprühen mit 75 % Ethanol oberflächensterilisiert. Eine 
Gasflamme in Nähe des Druckzylinders sorgte für eine weitgehend keimfreie Umgebung. Der obere 1 
cm der Sprossbasis wurde unmittelbar vor Extraktionsbeginn mit einem sterilen Skalpell abgetrennt, um 
eine möglichst kontaminationsfreie Aufnahme des Pflanzenpresssaftes zu gewährleisten. Unmittelbar 
darauf wurde technisch reiner Sickstoff (N2) mit 0,1 MPa/30 Sek. in den Druckzylinder gepresst. An der 
Schnittfläche des Sprosses austretender Pflanzensaft wurde mit einer sterilen Pasteurpipette entnommen.  
Nach Jeschke et al. (1995) hängt die Menge extrahierbaren Pflanzensaftes unmittelbar vom aufge-
wendeten Druck ab. Um einer Schädigung des Wurzelsystems durch zu hohe Drücke zu entgehen wurde 
die Menge des pro Wurzelsystem extrahierten Pflanzensaftes auf 30 µl begrenzt. Der aufgenommene 
Pflanzensaft wurde auf 1/20 konz. TSA ausplattiert. Der aufgewendete Druck bis zum Erreichen von 30 
µl Probenmenge lag zwischen 1,0 und 1,7 MPa und damit unterhalb des permanenten Welkepunktes für 
Baumwolle, der mit 3,8 MPa angegeben wird (Slayter, 1957). Durch dieses Vorgehen wurde 
gewährleistet, dass keine mechanische Zerstörung der Pflanzenzellen erfolgte. 
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Abb. 48 Scholander Druckbombe bestehend aus dem Druckzylinder für die Aufnahme der Probe (links) und 
einem Manometer zur Messung des angelegten Druckes. Der Druck wurde über technisch reinen 
Stickstoff zugeführt. 
  
Abb. 49 Einspannen einer Baumwollwurzel in den Druckzylinder und Probenahme. Die Wurzel wird mit der 
Sprossbasis durch eine feine Öffnung im Deckel des Druckzylinders gesteckt und nach außen mit Silikon 
abgedichtet (links). An der Schnittstelle der Wurzel austretender Pflanzensaft wird mit einer 
Pasteurpipette aufgenommen (rechts). 
Das Verfahren der Scholander Druckbombe wurde mit einer Reihe verschiedener Testsysteme überprüft:  
 Isolation von Bakterien aus Baumwolle, die unter gnotobiotischen Bedingungen angezogen wurde 
(Sterilität des Testverfahrens),  
 Isolation von Bakterien aus Baumwolle, die unter gnotobiotischen Bedingungen angezogen und 
unmittelbar vor Einspannen in den Druckzylinder in eine Bakteriensuspension von E. asburiae 
JM22 getaucht wurden (Ausschluss eines mechanischen Transportes von an der Wurzeloberfläche 
anhaftenden Bakterien durch den angelegten Druck von der Wurzel zur Sprossbasis),  
 Isolation von Bakterien aus Baumwolle nach Saatgutbehandlung mit E. asburia JM22 
(Positivkontrolle). 
Biologische Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden mit  antagonistischen Bakterien 
Mitt. Biol. Bundesanst. Land- Forstwirtsch. 392, 2003  121
Bei den Testsystemen 1 und 2 trat kein Bakterienwachstum auf, wohingegen bei Testsystem 3 die Bakte-
rienisolation gewährleistet war. 
Charakterisierung der Bakterien mit der Fettsäure-Methylester-Analyse (FAME): Die Charakterisierung 
der Bakterien aus den unterschiedlichen Habitaten erfolgte gaschromatografisch anhand ihres 
Fettsäurespektrums, der so genannten Fettsäure-Methylester-Analyse (FAME). Bei diesem Verfahren 
werden die gesamten zellulären Fettsäuren der Bakterien extrahiert (Sasser, 1990). Die Methode wurde 
wie bei McInroy und Kloepper (1995b) beschrieben, durchgeführt. Die Bakterien wurden 24 Stunden auf 
TSA angezogen. Eine Impföse mit Bakterien (ca. 50 mg Bakterienfrischgewicht) wurde in das 
Extraktionsgefäß überführt und in 1 ml methanolischer Natronlauge (45 g Natronlauge, 150 ml 
Methanol, 150 ml A.demin) aufgenommen. Durch Kochen der Proben bei 100 °C im Wasserbad wurden 
die Fettsäuren von den Lipiden getrennt und in ihre Natriumsalze umgewandelt. Nach Abkühlen der 
Proben auf Zimmertemperatur erfolgte die Methylierung durch Zugabe von 2 ml HCl in wässrigem 
Methanol (325 ml 6,0 N HCl, 275 ml Methanol). Die Proben wurden 10 Minuten bei 80 °C erhitzt und 
unmittelbar danach auf Zimmertemperatur abgekühlt. Im nächsten Schritt wurden die Fettsäuren durch 
Zugabe von 1,25 ml Hexan/Methyl-tert Butyl Ether (200 ml Hexan, 200 ml Methyl-tert Butyl Ether) in 
eine organische Phase überführt. Durch Rotation der Proben über Kopf (50 UpM) wurde die wässrige 
Phase von der organischen Phase getrennt, mit einer Pasteurpipette entfernt und verworfen. Im letzten 
Schritt wurden die Fettsäuren in der organischen Phase mit Natronlauge gewaschen. Hierzu wurden 3 ml 
Natronlauge (10,8 g Natronlauge/L A. demin.) der organischen Phase zugegeben und über Kopf rotiert. 
So wurden unveresterte Fettsäuren sowie restliche Reagenzien der vorangegangenen Schritte entfernt. 
Die Fettsäuren wurden nun dem Gaschromatographen (HP 5890), bestückt mit einer 25 m x 0,2 mm 
“Methyl-Phenyl Silicon fused Silica Capillary” Säule, zugeführt und chromatografisch bestimmt. Das 
Fettsäureprofil wurde mit dem Microbial Identification System (MIS) für aerobe Bakterien charak-
terisiert. In Abhängigkeit der Ähnlichkeitsindices (engl.: Similarity Index = SI) wurden die Bakterien als 
Artnamen (SI > 0,4) oder Gattungsnamen (SI 0,2 - 0,4) angegeben. Isolate mit einem SI < 0,2 wurden als 
nicht identifiziert eingestuft.  
Voraussetzung für einen Vergleich unterschiedlicher Bakterienspektren ist dabei eine möglichst objek-
tive Probenahme sowie ein ausreichend hoher Stichprobenumfang. Eine möglichst objektive Probenahme 
wurde gewährleistet, indem 1. bei Ausplattieren mit dem Spiralplattierer auf Nährmedium vom Ende der 
Spirale beginnend jede einzelne Kolonie bis zur gewünschten Anzahl nummeriert und in Reinkultur 
gebracht wurde bzw. 2. bei Ausplattieren von Hand auf dem Boden der Petrischale ein Sektor vom 
Zentrum bis zur Peripherie der Petrischale mit der gewünschten Anzahl Bakterien gezogen wurde und 
dann vom Zentrum beginnend jede einzelne Kolonie nummeriert und in Reinkultur genommen wurde. 
Die Wahl des optimalen Versuchsumfanges stützte sich auf die in der Arbeitsgruppe hierzu eingesetzte 
Rare Fraction Analysis (Mahaffee und Kloepper, 1997). Dieses Verfahren, dass die Wahrscheinlichkeit 
des Auftretens einer neuen Art bei zunehmendem Probenumfang beschreibt, ermittelte für verschiedene 
Kulturpflanzen einen optimalen Probenumfang für die Rhizosphäre von 35 Bakterienisolaten und für die 
Endosphäre von 25 Isolaten. 
ELISA: Die polyklonalen Antikörper gegen Enterobacter asburiae JM22, Pseudomonas fluorescens 
89B-61und Rhizobium etli G12 wurden von Cocalico Biologicals (Reamstown, PA, USA) nach der bei 
Quadt-Hallmann und Kloepper (1996) beschriebenen Methode produziert. Die polyklonalen Antikörper 
wurden mit Ammoniumsulfat ausgefällt und über eine Protein A-Agarosesäule chromatografisch 
aufgereinigt. Die Immunoglobulin(IgG)-Konzentration wurde auf OD280 = 1,4 eingestellt (= 1 mg 
Protein/ml). Die IgG-Lösung (1 ml) wurde mit alkalischer Phosphatase gekoppelt (Avrameas, 1969) und  
im ELISA und Dot Blot eingesetzt. Die folgenden Puffer wurden verwendet: Beschichtungspuffer (1,59 
g Na2CO3 + 2,93 g NaHCO3/L ddH2O, pH 9,6), Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tween), Extraktions- und 
Konjugatpuffer (PBS + 2 % Polyvinylpyrrolidone, 0,2 % Bovines Serumalbumin + 0,05 % Tween) und 
Substratpuffer (10 % Diethanolamin, pH 9,8). Der ELISA wurde in 96-Well-Mikrotiterplatten (Falcon 
3912, MicroTest IIITM, Beton Dickinson, CA, USA) durchgeführt. Als Substrat wurde p-
Nitrophenylphosphat (1 mg/ml) eingesetzt. Die Messung des hydrolysierten Enzymsubstrates erfolgte bei 
405 nm mit einem ELISA Reader (Dynatech MR 700).  
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Tissue Immunoblot-Verfahren: Das Tissue Immunoblot-Verfahren stellt ein immunologisches Nachweis-
verfahren basierend auf dem Einsatz mono- oder polyklonaler Antikörper dar. Der Nachweis von 
Rhizobium etli G12 im Tissue  Immunoblot-Verfahren wurde mit geringfügigen Modifizierungen nach 
der Methode von Cassab und Varner (1987) durchgeführt. Die Wurzeln wurden auf eine Nitrocellulose-
membran gepresst und die auf der Membran anhaftenden bakteriellen Antigene dann mit einer Antigen-
Antikörper-Reaktion nachgewiesen. Die zum Nachweis von R. etli G12 eingesetzten polyklonalen 
Antikörper wurden aufgrund unspezifischer Reaktionen mit pflanzlichen Inhaltsstoffen vor Versuchs-
beginn mit Presssaft aus Kartoffelwurzeln abgesättigt und gereinigt. Hierzu wurden Kartoffelwurzeln mit 
PBS im Mörser mazeriert und 1 ml des Mazerates mit 1 ml Antiserum gemischt. Nach Präzipitation für 
24 Stunden bei 4 °C wurde die Suspension bei 100000 g für 45 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Mit dem 
Überstand wurde eine Reinigung der Immunoglobuline G (IgG) nach der Methode von Clark und Adams 
(1977) wie bei Quadt (1994) beschrieben, durchgeführt. Die Proteinkonzentration der IgG-Fraktion 
wurde auf eine optische Dichte von OD280 = 1,4 (ca. 1 mg Protein/ml) eingestellt und unter Zusatz von 
0,02 % Natriumazid bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Die polyklonalen, sekundären 
Antikörper (Anti-Rabbit IgG, Sigma) waren mit alkalischer Phosphatase gekoppelt. Als Substrat für die 
Farbreaktion diente 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP, Sigma). Dabei spaltet die alkalische 
Phosphatase den Phosphatrest vom BCIP-Molekül ab, dass daraufhin zu dem unlöslichen violetten 
Farbstoff 5,5-Dibromo-4,4Dichloroindigo oxidiert und auf der Membran präzipitiert. Als Katalisator der 
Oxidation von BCIP wurde Nitroblautetrazolium (Sigma) verwendet. Als Negativkontrollen wurden 
unbehandelte Kartoffelwurzeln und als Positivkontrollen 10 µl Bakteriensuspension von R. etli G12 
(OD560 = 2,0) verwendet. 
Licht- und Elektronenmikroskopie: Für die Rasterelektronenmikroskopie wurden die Proben wie folgt 
aufgearbeitet. Wurzelstücke von ca. 2 cm Länge wurden in 2 % starker Karnovskylösung 2 Stunden 
fixiert (Karnovsky, 1965), 6 x 15 Minuten in 200 nM Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) gewaschen, in 
2 % Osmiumtetroxid nachfixiert und abermals 6 x 15 Minuten in 200 nM Natriumcacodylatpuffer (pH 
7,2) gewaschen. Danach wurden die Wurzeln in einer ansteigenden Ethanol/ddH2O-Reihe für jeweils 
20 Minuten in 15, 30, 50, 2 x 70, 2 x 90 und 2 x 96 % Ethanol dehydriert und im Critical Point Dryer mit 
CO2 getrocknet. Die Wurzeln wurden mit doppelseitigem Klebeband auf Metallsockel geklebt und mit 
Gold bedampft. Die Auswertung der Wurzeln erfolgte mit einem digitalen Rasterelektronenmikroskop 
(DSM 940, Zeiss). 
Für die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Proben in 2 % starker Karnovskylösung 
fixiert, in Natriumcacodylatpuffer gewaschen und in einer ansteigenden Ethanol/ddH2O-Reihe dehy-
driert. Angesichtes einer besseren Erhaltung antigener Eigenschaften wurde jedoch keine Nachfixierung 
in Osmiumtetroxid durchgeführt. Nach der Dehydrierung wurden die Wurzeln 16 Stunden in 3:1, 8 
Stunden in 1:1 und 16 Stunden in 1:3 LR-White Acrylharz/Ethanol (LR-White: Electron Microscopic 
Sciences, PA, USA) inkubiert und danach in Gelatinekapseln mit reinem LR-White Acrylharz überführt. 
Nach 3 Tagen wurden die Wurzeln in den Kapseln längs ausgerichtet und zur Polymerisation des Harzes 
für 48 Stunden bei 50 °C inkubiert. Von den Wurzeln wurden mit einem Diamandmesser Ultra-
dünnschnitte (60-100 nm) angefertigt und im Durchlichtelektronenmikroskop Zeiss EM10 ausgewertet.  
Zum spezifischen Nachweis des applizierten Bakteriums P. fluorescens 89B-61 wurde eine Immuno-
gold-Markierung nach der Methode von Brown et al. (1993) durchgeführt. Hierzu wurden die Ultra-
dünnschnitte auf Nickelnetze gelegt und in Blockierungspuffer (20 mM TBS plus 2 % BSA, pH 7,4) für 
30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Proben wurden dann mit P. fluorescens 89B-61-
spezifischen primären Antikörpern (Cocalico Biologicals, Reamstown, PA, USA) in TSB (20 mM, pH 
7,4) für 16 Stunden bei 4 °C und danach mit sekundären Antikörpern gekoppelt mit 10 nm kolloidalem 
Gold (Goat-Anti-Rabbit) (Electron Microscopic Sciences, PA, USA) für 30 Minuten bei Zimmer-
temperatur inkubiert. Nach Anfärben mit 2 % Uranylacetat wurden die Proben im Durchlicht-
elektronenmikroskop Zeiss EM10 ausgewertet. Die Markierung von P. fluroescens 89B-61 mit 
kolloidalem Gold führte zu einer Anhaftung der Goldpartikel an die äußere Zellmembran, was darauf 
hindeutete, dass die Antikörper primär gegen Membranproteine des Bakteriums gerichtet waren. 
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Für die Immunofluoreszenz-Mikroskopie wurden Semidünnschnitte der Wurzeln von Baumwolle auf 
Glasobjektträger gegeben und in Blockierungspuffer (20 mM Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan-
Hydrochloride (TBA) + 2% bovines Serumalbumin, pH 7,4) für 30 Minuten bei Zimmertemperatur 
inkubiert. Die Schnitte wurden dann für 30 Minuten mit primären Antikörpern beschichtet. Danach 
erfolgte die Inkubation mit sekundären Antikörpern (Goat-Anti-Rabbit) gekoppelt mit Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) (Sigma) für weitere 30 Minuten bei Zimmertemperatur und in Dunkelheit, um 
einen Abbau des lichtsensitiven FITC zu verhindern. Nach zweimaligem Waschen für je 5 Minuten in 
PB (pH 7,0) und A.bidest. wurden die Präparate mit einem Deckgläschen verschlossen und im Epifluor-
eszenzmikroskop bei UV-Licht und einem FITC Texas-red Filter ausgewertet.  
Markierung mit dem Grün-Fluoreszenz-Protein: Das für die Untersuchungen zur Lokalisierung der 
pflanzenassoziierten Bakterien eingesetzte Grün-Fluoreszenz-Protein (GFP) stammt ursprünglich aus der 
Qualle Aequorea victoria. Für die Untersuchungen mit endophytischen Bakterien wurde auf eine 
modifizierte Variante des GFP-Gens zurückgegriffen, bei der durch Mutation einzelner Aminosäuren die 
Löslichkeit des Proteins erhöht (F64L-Mutation, Cormack et al., 1996) und die Fluoreszenz optimiert 
wurde (S65T-Mutation, Heim et al., 1995). Das GFP-Protein wird bei maximal 490 nm angeregt und 
emitiert Licht bei maximal 510 nm. Ausgangsbasis für die Konjugation war die Promotor Probe Cassette 
pPROBE-GT. pPROBE-GT enthielt das gfp Gen und die “Translational Initiation Region” von pGreen-
TIR (Miller et al., 2000). Weiterhin enthielt pPROBE-GT das Gen für Gentamycin-Resistenz und 2 
Replicons von pVSP61. pVSP61 wird stabil in verschiedenen Wirtsorganismen vererbt und liegt jeweils 
mit 5-10 Kopien vor. In die Promotor Probe Cassette pPROBE-GT wurden für eine konstitutive 
Expression des gfp Gen folgende Promotoren eingebaut. Für E. asburiae JM22 wurde ein 131 bp kan-
Promotor aus dem Tn5 Kanamycin-Gen zwischen Hind B und BamH1 geklont und ergab pGT-kan. Für 
R. etli G12 wurde ein 154 bp trp-Promotor aus Salmonella typhimurium in die Hind3 Stelle von 
pPROBE-GT geklont und ergab pGT- trp. Das Plasmid pGT-kan wurde mittels “Triparental Mating” in 
eine Rifampicin-resistente Mutante von E. asburiae JM22 und pGT-trp entsprechend in Rhizobium etli 
G12 konjugiert, wobei pRK2013 als Helferplasmid eingesetzt wurde. Die Selektion der konjugierten 
Zellen von E. asburiae JM22 G12[pGT-kan] und R. etli G12[pGT-trp] erfolgte auf LB Agar mit 15 
µg/ml Gentamycin und 100 µg/ml Rifampicin. 
Die Stabilität des Plasmids wurde in vitro und in situ getestet. Für die in vitro Untersuchung wurden E. 
asburiae JM22 G12[pGT-kan] und R. etli G12[pGT-trp] in Abwesenheit des Selektionsmarkers 
Gentamycin in LB angezogen. Zu 500 µl Bakteriensuspension mit ca. 106 cfu/ml wurden 4,5 ml LB 
gegeben. Nach Inkubation der Bakteriensuspension für 24 Stunden bei 27 °C und 100 UpM wurde eine 
Verdünnungsreihe angelegt und die Bakteriensuspension auf LA und LA plus 15 µg/ml Gentamycin 
ausgestrichen. Die Gesamtkeimzahl sowie Anzahl gebildeter Bakteriengenerationen wurde bestimmt. 
Von der Verdünnungsstufe 10-2 wurden 500 µl entnommen und abermals in 4,5 ml LB überführt. Der 
Vorgang wurde insgesamt 9 mal wiederholt, bis ca. 80 Bakteriengenerationen gebildet wurden. Parallel 
dazu wurde die Plasmastabilität in situ an Bohnen cv. 'Bush Blue Lake' überprüft. Hierzu wurden 
Reagenzgläser (2,2 x 20 cm) mit 50 g Quarzsand (Crystal Silica Company, Oceanside, CA, USA) gefüllt, 
mit 10 ml Leitungswasser angefeuchtet und autoklaviert. Die Bohnensamen wurden für 5 Minuten in 
1,05% NaOCl (a.i.) oberflächensterilisiert und je ein Samen wurde in die Reagenzgläser gegeben. Nach 5 
Tagen wurden die Bohnen mit je 1 ml einer Bakteriensuspension von JM22 G12[pGT-kan] bzw. R. etli 
G12[pGT-trp] mit folgender Bakteriendichte inokuliert: 103, 105, 107 und 109. Jede Behandlung wurde 4 
mal wiederholt. Die Pflanzen der Kontrolle wurden mit 1 ml PB inokuliert. Nach 7 Tagen wurden der 
Spross abgetrennt und die Wurzeln wurden zusammen mit dem Quarzsand in 125 ml Erlenmeyerkolben 
mit 50 ml PB überführt. Die Kolben wurden für 30 Minuten bei 150 UpM geschüttelt. Von der 
Bodensuspension wurde eine Verdünnungsreihe angelegt und auf LA und LA + 15 µg/ml Gentamycin + 
100 µg/ml Rifampicin ausplattiert. 
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Die Fluoreszenzintensität des GFP Proteins wurde mit einem Lumineszenz-Spektrometer (Model 
LS50B, Perkin Elmer, Beaconsfield, UK) bei 490 nm Anregungslicht und 510 nm Emissionslicht 
ermittelt. E. asburiae JM22 und JM22 G12[pGT-kan] bzw. R. etli G12 und R. etli G12[pGT-trp] wurden 
auf LA für 40 Stunden bei 28 °C angezogen. Der Bakterienrasen wurde von der Agarplatte gespült, in 
0,01 M PB suspendiert, nochmals in PB gewaschen und auf eine optische Dichte zwischen 0,5 und 1,0 
eingestellt. Daraufhin wurde die Fluoreszenz im Spektrometer gemessen. Die Fluoreszenzintensität 
wurde auf eine Bakteriendichte von 109 Bakterien/ml umgerechnet. Pro Variante wurden 3 Wiederho-
lungen durchgeführt. In einem zweiten Versuchsansatz wurde untersucht, wie schnell sich die Fluores-
zenz entwickelt. Hierzu wurden 12 LA-Platten in je 3 Sektionen unterteilt und pro Sektion wurde eine 
Einzelkolonie von E. asburiae JM22 G12[pGT-kan] bzw. R. etli G12[pGT-trp] ausgestrichen. Über 
insgesamt 190 Stunden wurde an 10 Zeitpunkten die Fluoreszenz von je 3 Proben bestimmt. 
Das Besiedlungsverhalten von E. asburiae JM22[pGT-kan] und R. etli G12[pGT-trp] in der Rhizos-
phäre und Endorhiza wurde mit der des jeweiligen Wildtyps verglichen. Augenstecklinge von vorge-
keimten Kartoffeln cv. 'Norgold Russet' wurden für 30 Minuten in eine Bakteriensuspension (OD600 = 
0,4) getaucht und in ein Felderde/Sand-Gemisch (1:1, v/v) gepflanzt. Kontrollpflanzen wurden in PB 
getaucht. Jede Behandlung wurde 8 mal wiederholt. Nach 21 Tagen wurde der Spross von den Wurzeln 
abgetrennt und das Frischgewicht wurde bestimmt. Die Wurzeln wurden aus der Erde entnommen, mit 
der anhaftenden Erde gewogen, in einen Erlenmeyerkolben mit 50 ml PB überführt und für 30 Minuten 
bei 150 UpM geschüttelt. Die Wurzeln wurden aus dem Kolben entnommen und unter Leitungswasser 
gründlich gewaschen. Die verbleibende Bodensuspension im Kolben wurde als Rhizosphärenerde 
deklariert, verdünnt und zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl auf LA (gesamte Besatzdichte Rhizos-
phärebakterien) und LA + 15 µg/ml Gentamycin + 100 µg/ml Rifampicin (Rhizosphärepopulation von E. 
asburiae JM22[pGT-kan] R. etli G12[pGT-trp] ) ausgestrichen. Dann wurden die gewaschenen Wurzeln 
gewogen und in 1,05% NaOCl (a.i.) + 0,01% Tween 20 für 3 Minuten oberflächensterilisiert. Nach 
dreimaligem Waschen in sterilem PB wurden die Wurzeln auf TSA gepresst (Sterilitätskontrolle) und 
anschließend im Mörser mazeriert. Das Mazerat wurde verdünnt und auf LA (gesamte Besatzdichte 
endophytischer Bakterien) und LA + 15µg/ml Gentamycin + 100 µg/ml Rifampicin (endophytische 
Population von E. asburiae JM22[pGT-kan] bzw. R. etli G12[pGT-trp]) ausgestrichen. 
Die antagonistische Wirkung von R. etli G12[pGT-trp] gegen den Wurzelgallennematoden 
Meloidogyne incognita wurde an Kartoffeln cv. 'Norgold Russet' untersucht. Die vorgekeimten Augen-
stecklinge von Kartoffeln wurden für 30 Minuten in eine Bakteriensuspension (OD600 = 0,4) von R. etli 
G12 oder R. etli G12[pGT-trp] getaucht und dann in ein Felderde/Sand-Gemisch (1:3, v/v) gepflanzt. Die 
Pflanzen der Kontrolle wurden in PB getaucht. Nach 2 Wochen wurden die Kartoffeln zusätzlich mit 3 x 
1 ml einer Bakteriensuspension (OD600 = 0,4) um die Sprossbasis inokuliert. Nach weiteren 3 Tagen 
wurden 3000 Eier von M. incognita mit einer Pipette in den Wurzelraum der Kartoffeln inokuliert. Nach 
insgesamt 7 Wochen wurde der Versuch ausgewertet. Die Frischgewichte von Wurzel und Spross 
wurden bestimmt und die Anzahl an Gallen ermittelt. Der Versuch bestand aus 4 Varianten: 1. Kontrolle, 
2. Inokulation mit M. incognita, 3. Inokulation mit R. etli G12 und M. incognita und 4. Inokulation mit 
R. etli G12[pGT-trp] und M. incognita. Jede Variante wurde 8mal wiederholt.  
Alle Untersuchungen zur Lokalisierung wurden mit E. asburiae JM22[pGT-kan] bzw. R. etli G12[pGT-
trp] an Kartoffel cv. 'Norgold Russet' oder Arabidopsis thaliana Ecotype 0-1 durchgeführt. Die Kartof-
feln wurden in einem Sand/Erde-Gemisch (1:1, v/v) und A. thaliana in einem kommerziellen Anzucht-
substrat basierend auf Torf und Perlit (Sunshine Mix) angezogen. Alle Pflanzen wurden über die Ver-
suchsdauer im Gewächshaus bei 25-28 °C und 14 Std. Photoperiode gehalten. Vorgekeimte Augen-
stecklinge von Kartoffeln wurden vor dem Pflanzen für 30 Minuten in eine Bakteriensuspension 
(OD600 = 0,1) getaucht und zusätzlich 5 Tage nach dem Pflanzen mit 3 ml der Bakteriensuspension (OD600 
= 0,4) inokuliert. Arabidopsis wurde nach 3 Wochen mit 3 ml einer Bakteriensuspension (OD600 = 0,4) 
inokuliert. Jeweils 2 Tage nach der letzten Bakterienbehandlung wurden 1000 M. incognita Larven in 
den Wurzelraum der Hälfte der Pflanzen inokuliert. Zehn Tage nach der Nematodeninokulation wurde 
die Lokalisierung von R. etli G12[pGT-trp] unter dem Mikroskop betrachtet. Hierzu wurden die Wurzeln 
vorsichtig aus der Erde entnommen und in einer Petrischale mit Leitungswasser von anhaftenden 
Erdpartikeln befreit. Die Wurzeln wurden in 1-2 cm Stücke geschnitten und direkt unter einem 
Epifluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen) mit einem Anregungsfilter BP450-
490 und Emmissionsfilter LP520 oder im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM, Nikon) mit 
einem 488 nm Argon Laser und EFLP530-Filter ausgewertet. Es wurde jeweils das vollständige 
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Wurzelsystem auf fluoreszierende Zellen von R. etli G12[pGT-trp] untersucht und die relative Anzahl 
fluoreszierender Gallen wurde ermittelt. Unbehandelte Pflanzen sowie nur mit R. etli G12[pGT-trp] 
behandelte Pflanzen dienten als Kontrolle. 
Proteingehalt in der Pflanze: Das Pflanzenmaterial wurde sorgfältig gewaschen, in flüssigem Stickstoff  
(-186 °C) eingefroren und bei –80 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 1 g Pflanzenmaterial 
wurde im Mörser in 2 ml 0,1 M Na-Acetatpuffer (pH = 4,5) mazeriert. Das Mazerat wurde mit 1 ml Na-
Acetatpuffer in 10 ml Zentrifugenröhrchen überführt und bei 10.000 g und 4 °C für 15 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wurde entnommen und der Proteingehalt wurde nach Bradford (1976) mit 
dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ermittelt. Als Standard wurde IgG 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) verwendet.  
Chitinase-Aktivität in der Pflanze: Die Chitinaseaktivität in Wurzeln und Blättern wurde in einem 
colorimetrischem Assay mit CM-Chitin-RBV (Carboxy Methyl-Chitin-Ramazol Brilliant Violet; 
LOEWE Biochemica) als Substrat bestimmt (Wirth und Wolf, 1990). Das Reaktionsgemisch, bestehend 
aus 550 µl A. dest., 200 µl CM-Chitin-RBV und 50 µl Probe, wurde im Wasserbad bei 37 °C für 
30 Minuten geschüttelt. Danach wurden 200 µl 1 M HCl zugesetzt, die Probe 15 Minuten auf Eis gekühlt 
und dann 15 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert. Die Absorption des Überstandes wurde bei 550 nm 
spektrophotometrisch gemessen. Die Chitinase-Aktivität wurde nach Wirth und Wolf (1990) berechnet 
und als International Unit (U) pro mg Protein ausgedrückt. Eine International Unit ist definiert als die 
Menge an Chitinase, die für die Umsetzung von 1 nM Substrat (N-Acetyl-Glucosamine, GlcNAc) pro 
Minute benötigt wird.  
Peroxidase-Aktivität in der Pflanze: Die Peroxidase-Aktivität wurde mit o-Dianistine als H Donor und 
H2O2 als Substrat gemessen. Für das Reaktionsgemisch wurde eine Stammlösung mit 196 ml 0,01 M 
Natrium-Phosphat-Puffer (pH = 7,0), 3 ml H2O2 und 63 mg o-Dianistine in 1 ml Methanol erstellt. Das 
Reaktionsgemisch wurde in die Messküvette des Photometers gegeben und auf Null tariert. In 
Abhängigkeit der Peroxidase-Aktivität wurden 1-10 µl Probe zugegeben und die Extinktion der 
Peroxidase-Aktivität bei 470 nm alle 60 Sekunden gemessen. Die Zeit (in Minuten) vom Beginn der 
Reaktion bis zur Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit wurde für die Berechnung der Peroxidase-
Aktivität ermittelt. Die Peroxidase-Aktivität wurde als International Units (U) pro mg Protein (U = OD470 
min-1 (µl Probe x µg/µl Protein)-1 x 1000) angegeben. 
Statistik: Besatzdichten von Pilzen und Bakterien wurden vor der statistischen Auswertung log10-
transformiert. Bei Vorliegen von 2 Stichproben wurde der t-Test nach Student für Varianzhomogenität 
bzw. Varianzheterogenität eingesetzt. Signifikante Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 
P = 0,05 zwischen den beiden Varianten wurden mit einem Asterix (*) markiert. In einigen Versuchen 
wurde zusätzlich die Standardabweichung bzw. der Standardfehler angegeben. Bei Vorliegen von mehr 
als 2 Stichproben wurde die Homogenität der Varianzen mit dem Bartlett-Test überprüft und die Daten 
als einfaktorielle bzw. mehrfaktorielle Varianzanalyse verrechnet. Für die einfaktorielle Varianzanalyse 
wurde bei signifikantem F-Wert ein Mittelwertsvergleich nach Duncan (engl.: Duncan’s Multiple Range 
Test) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P = 0,05 durchgeführt und die Mittelwerte mit den 
entsprechenden Buchstaben versehen. Bei mehrfaktoriellen Versuchen wurde in der grafischen 
Darstellung der Mittelwerte die Standardabweichung angegeben. 
Diversitätsparameter: Zur Bestimmung der Bakteriendiversität wurden jeweils 25 Isolate von 4-6 
Wiederholungen anhand ihres Fettsäuremusters charakterisiert. Folgende 4 Diversitätsparameter wurden 
ermittelt: Anzahl der Arten (Richness, N0), Häufigkeit der Arten innerhalb einer Probe (Eveness, E5), 
sowie die beiden Diversitätsparameter Hill´s Diversity Number N1 (modifiziert nach Shannon) und 
Hill´s Diversity Number N2 (modifiziert nach Simpson) (Ludwig und Reynolds, 1988). Basierend auf 
einem Stichprobenumfang von 25 Isolaten pro Pflanze können die Diversitätsparameter folgende Werte 
annehmen: Richness N0: 1 - 25 (1 = alle Isolate sind identisch, 25 = alle Isolate sind unterschiedlich), 
Diversity N1: 1 - 25 (1 = eine Art ist dominant, 25 = alle Arten sind gleich häufig vertreten), Diversity 
N2: 1 - 25 (1 = eine Art ist dominant, 25 = alle Arten sind gleich häufig vertreten, wobei N2 < N1 und 
N2 < N0) und Eveness E5: 0 - 1 (0 = eine Art ist dominant, 1 = alle Arten sind gleich häufig vertreten). 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Natürlich im Boden und in der Pflanze vorkommende antagonistische Mikroorganismen sind in 
erheblichem Maße an der Reduzierung pflanzenparasitärer Nematoden beteiligt. Neben pilzlichen 
Antagonisten sind es vor allem die Bakterien im Boden und Wurzelbereich der Pflanze, die für die 
Pflanzengesundheit bedeutsam sind. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie antagonistische 
Bakterien zur biologischen Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden eingesetzt werden können, 
welche Faktoren dabei zu berücksichtigen sind und wie sich die antagonistische Wirkung steuern lässt. 
Es wurden zwei Strategien verfolgt: 1. Einsatz antagonistischer Bakterien als biologisches Pflanzen-
schutzmittel und 2. Förderung natürlich im Boden vorkommender antagonistischer Bakterien. Einen 
Schwerpunkt der Arbeit stellten Untersuchungen zu endophytischen Bakterien dar. Zum einen, weil 
endophytische Bakterien bisher nur wenig untersucht wurden, zum anderen, weil sie aufgrund ihrer 
engen Vergesellschaftung mit der Pflanze einen besonderen Nutzen für den Pflanzenschutz erwarten 
lassen. Die wichtigsten Ergebnisse für den Einsatz antagonistischer Bakterien lassen sich wie folgt 
zusammenfassen. Einen besonders hohen Anteil antagonistischer Bakterien findet man in der 
Rhizosphäre/Rhizoplane. Darüber hinaus treten antagonistische Bakterien auch im Wurzelinnern, vor 
allem der Wurzelrinde, auf. Durch Auswahl von Bakterien aus suppressivem Boden bzw. mit 
bestimmten physiologischen Eigenschaften (Chitinaseaktivität, etc.) kann die Auffindungsrate 
antagonistisch wirksamer Bakterien deutlich gesteigert werden. Antagonistische Bakterien schützen die 
Pflanze vor Nematodenbefall und verbessern deren Wachstum. Der Bekämpfungserfolg dieser Bakterien 
liegt bei durchschnittlich 50 %, kann durch Optimierung von Formulierung und Applikation aber noch 
erhöht werden. Die Wirkungsbreite einzelner Bakterien kann recht hoch sein und sich über ein breites 
Wirtspflanzen- als auch Nematodenspektrum erstrecken. Unterschiedliche Wirkungsmechanismen 
wurden gefunden, die von der Bildung nematizider/nematostatischer Stoffwechselprodukte über die 
Störung von Anlockung und Eindringung der Nematoden bis hin zur systemischen Induktion pflanz-
licher Abwehrmechanismen reichen. Als Resistenzinduktoren können, wie am Beispiel des antagonist-
ischen Bakteriums Rhizobium etli G12 gezeigt wurde, bakterielle Lipopolysaccharide beteiligt sein. Eine 
endophytische Lebensweise der antagonistischen Bakterien ist nicht Voraussetzung für einen guten 
Bekämpfungserfolg, doch möglicherweise werden dadurch Wirkungshöhe und Wirkungssicherheit 
positiv beeinflusst. Entscheidend für den Bekämpfungserfolg sind die Formulierung und das 
Applikationsverfahren. Hier besteht auch noch der größte Forschungsbedarf. Neben der Applikation 
antagonistischer Bakterien stellt die Förderung natürlich vorkommender antagonistischer Bakterien eine 
weitere wichtige Pflanzenschutzmaßnahme dar. Die Ausführungen der Arbeit haben gezeigt, dass sowohl 
durch eine Behandlung des Bodens mit bestimmten organischen Substanzen, wie zum Beispiel Chitin, 
als auch durch den Anbau geeigneter Pflanzen der Anteil antagonistischer Bakterien im Boden und in der 
Pflanze erhöht werden kann. Eine gezielte Förderung der Bodengesundheit scheint damit möglich zu 
sein. Hiermit verbunden ist meist auch eine deutlich nachhaltigere Wirkung als beim Einsatz 
biologischer Pflanzenschutzmittel. Abschließend bleibt festzuhalten, dass sowohl der Einsatz als auch die 
Förderung antagonistischer Bakterien eine ökologische wie auch ökonomische Alternative zu 
bestehenden Bekämpfungsverfahren für pflanzenparasitäre Nematoden darstellen können. Erste Produkte 
werden für beide Vorgehensweisen bereits angeboten. Mit weiter zunehmenden Kenntnissen über die 
Wirkungsweisen antagonistischer Bakterien und ihrer Einflussfaktoren ist auch ein zunehmender Einsatz 
biologischer Verfahren zur Bekämpfung pflanzenparasitärer Nematoden vorstellbar. 
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